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1. INTRODUCCION TEORICA Y OBJETIVOS

1.1 BIOMATERIALES

Los biomateriales se definen desde un punto de vista amplio, como materiales
disefiados para intervenir en un sistema biolégico con el objetivo de evaluar, tratar o
reemplazar algun tejido o funcion del cuerpo. De esta forma, estos materiales pueden
ser destinados a la fabricacion de elementos para su aplicacion en seres vivos; por lo
gue una de sus principales caracteristicas es que deben ser biocompatibles. Ademas,
se pueden dividir en bioinertes (cuando su influencia en el sistema bioldgico es nula o
muy pequefia) y en bioactivos (aquellos que interactian con el organismo). Estos
ultimos a su vez, pueden ser de origen natural o de origen sintético. Por otra parte en
funcién de la naturaleza del biomaterial, estos pueden ser clasificados como
ceramicos, metalicos, poliméricos o como combinaciones de estos tres. Finalmente,
dentro de esta amplia familia, el desarrollo de biomateriales que produzcan una
respuesta biolégica especifica en el cuerpo es un area de trabajo importante de
investigacion cientifica, que permite dividir los biomateriales segun la funcién, érgano o
tejido bioldgico sobre el que van a actuar (higado, cartilago o como en el caso hacia el
gue va encaminado este trabajo, hueso). Ademas actualmente hay un gran interés en
la cicatrizacién y regeneracion de tejidos como por ejemplo el 6seo.

En las dltimas décadas se ha logrado un gran avance en el campo de la medicina vy,
de modo mas especifico, en el campo de los biomateriales. Asi, actualmente los
avances tecnolégicos han permitido alcanzar un alto nivel de calidad en la elaboracion
y seleccién de los biomateriales mas adecuados para cada aplicacion. Esto ha
coincidido con un incremento en la demanda de estos materiales debido al
envejecimiento de la poblacion, que supone un aumento de la necesidad de
reemplazar tejidos o funciones del cuerpo que no se encuentran en buen estado como
consecuencia de la edad, y a los avances en términos de biocompatibilidad que estan
directamente relacionados con un bajo riesgo de rechazo [1].

Cuando los implantes van destinados a personas jovenes, el tiempo de vida del
implante es también una cuestion importante. Asi, en ocasiones la corrosion y la
degradacion son vistos como fenémenos perjudiciales, sobre todo cuando estos
procesos conllevan la liberacion de sustancias que intervengan negativamente en los
procesos biolégicos o que, directamente, sean tdxicas [2]. Sin embargo, hay otros
casos en los que se busca que el biomaterial se degrade de forma controlada. Por
ejemplo, con el objetivo de que durante la degradacién se liberen de modo regulado
especies ibnicas o moleculares especificas, estimulando la regeneracion de tejidos o,
también que el tejido que se esta regenerando desarrolle su funcionalidad bioldgica
normal, evitando atrofias debidas a que parte de esa funcionalidad se ha derivado al
implante permanente circundante, algo habitual en el caso de tejidos 6seos; incluso se
puede buscar que el implante se reabsorba para que asi no sea necesaria una
segunda intervencion para que éste sea extraido [2-3].
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Uno de los usos habituales de los biomateriales es servir como un andamio a través
del cual se produce la regeneracién, el desarrollo de la estructura celular. Por tanto,
para lograr obtener materiales con propiedades cada vez mejores, se requiere un
conocimiento profundo de todo lo que envuelve a las células que van a entrar en
juego, tanto en los propios procesos de desarrollo celular como en las interacciones
entre las células y los biomateriales.

1.2 IMPLANTES DENTALES

1.2.1 LA ESTRUCTURA DENTAL

Dentro del grupo de biomateriales que estan destinados a actuar en el tejido 6seo, uno
de los campos son los implantes dentales.

Un diente tiene que soportar multitud de procesos fisicos y quimicos; por ejemplo,
estan sometidos a fuerzas de compresion, esfuerzos de abrasion, al ataque quimico
de los alimentos o de productos del metabolismo.

Los dientes estdn compuestos de diferentes partes como se puede ver en la figura 1.

Bone \

. \
Periodontal |\

Ligament ’/K\

Cementum

Nerves and
Blood Vessels

Figura 1. Estructura interna de un diente [2].

En primer lugar, se encuentra una capa externa, el esmalte, que protege el interior del
diente. Esta capa estd compuesta en un 96% por una material cerdmico: una
estructura cristalina inorganica formada por carbonato de hidroxiapatita de calcio
(Cas(PO4)3(0OH)), un 3% de agua y un 1% de materia orgénica [4]. La capa subyacente
al esmalte es la dentina, que actia como soporte y da flexibilidad al esmalte. Presenta
una estructura mas porosa que el esmalte y su composicion difiere de la capa anterior,
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ya que contiene concentraciones considerablemente mas altas de material orgénico,
asi como iones F' y Mg?" En general la composicién de la dentina se asemeja a la del
hueso, ya que estda formada aproximadamente por un 21% de fase organica
(principalmente colageno) y por hidroxiapatita carbonatada como fase inorganica.

La regiobn més interna del diente se conoce como la pulpa. La region exterior de la
pulpa contiene los cuerpos celulares odontoblasticos. Debajo de esta, hay una zona
relativamente libre de células, que contiene terminaciones nerviosas sensoriales y
capilares.

El diente estd anclado al hueso en su raiz por medio del ligamento periodontal.
La composicién del hueso es de alrededor de 50% de minerales y 50% de materia
organica y agua. La pared exterior del hueso se denomina hueso compacto, mientras
gue el centro contiene el tejido blando de la médula 6sea, a esta parte se le denomina
hueso trabecular.

A diferencia del esmalte y la dentina, los tejidos 6seos (el hueso propiamente dicho,
asi como la pulpa) estan en continuo crecimiento y remodelacién durante toda la vida.
Hay dos tipos de células implicadas en este proceso: los osteoblastos son
responsables de la formacion de hueso, mientras que los osteoclastos estan
implicados en el proceso de reabsorcion Osea.

Sea como sea, a la vista de lo anterior, se puede afirmar que un porcentaje
significativo de la estructura del diente, asi como del hueso circundante al que va
anclado, corresponde a los componentes de tipo inorganico, compuestos de fosfato de
calcio, principalmente en forma de hidroxiapatita pertenecientes a la familia de
materiales cerdmicos [5].

1.2.2 IMPLANTES DE TITANIO

Los implantes se utilizan cominmente en la cirugia dental para la restauracion de
dientes. Estos se pueden asimilar a raices artificiales cuyo objetivo es sustituir piezas
dentales perdidas y que pueden integrarse con el resto de tejidos de boca.

Respecto a la naturaleza de estos implantes, el titanio y sus aleaciones se han
utiizado ampliamente debido a sus excelentes propiedades mecanicas, bajo peso
especifico, alta resistencia a la corrosién y elevada biocompatibilidad [6-9].

El titanio es un material que se pasiva al estar expuesto al oxigeno, de modo que se
forma en su superficie una capa de 6xido (TiO,) de modo espontaneo; esta capa
protectora proporciona al implante resistencia a la corrosion y protege al metal
subyacente. Sin embargo, el TiO, es bastante liso y no puede unirse directamente al
hueso y por lo tanto la osteointegracion a través de la capa de 6xido se convierte en
un proceso excesivamente largo [10-11].

Ademas, aunque esta capa de Oxido protectora es bastante inerte, se han realizado
estudios para investigar la superficie de implantes de titanio comerciales fallidos;
detectando que la superficie no habia osteointegrado y que la capa de 6xido de titanio
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sobre el implante era muy delgada o inexistente. Se ha postulado que este fenémeno
fue consecuencia de un conjunto de reacciones de oxidacion-reduccién que
provocaron la disolucién de la capa protectora de TiO,, lo que supuso la difusion de
iones en los tejidos circundantes al implante, con un consecuente fallo del implante
[12].

La configuracion que mas se emplea y conoce, en la fabricacion de implantes dentales
se basa en el implante que, en 1952, desarroll6 Branemark y que se implanté por
primera vez en un paciente en 1965. Este tipo de implantes, de titanio, tiene una
geometria cilindrica con una rosca de tornillo en el exterior y una segunda en el
interior. Una vez que el implante se ha atornillado quirdrgicamente en el hueso
mediante la rosca externa, una cubierta se atornilla en la rosca interna, protegiendo el
implante durante la cicatrizacién. Este proceso suele tardar en completarse entre 3y 6
meses. Transcurrido este tiempo, se retira la cubierta roscada y se incorpora un
soporte, también de titanio. Este soporte servira a continuacion para la fijacion
definitiva de la corona dental [2]. En la figura 2 es posible visualizar el esquema de un
implante atornillado en el hueso.

Figura 2. Esquema de un tornillo de titanio implantado en el hueso [13].

En una publicacion del 2007 constatan que en las Gltimas décadas, el numero de
intervenciones con implantes dentales ha aumentado de manera constante en todo el
mundo, alcanzando cerca de un millén de implantes dentales por afio [14].

El éxito clinico de estos implantes estéa relacionado con su osteointegracion temprana,
por esta razén es tan importante la investigacién en técnicas que permitan acelerar
dicho proceso. La geometria y rugosidad de su superficie son claves para lograr el
éxito en estas intervenciones. Del mismo modo, este éxito se relaciona directamente
con las técnicas quirurgicas, de forma que el buen desarrollo de éstas es fundamental
para conseguir que el implante no falle [7].

Pero, mas aun, los implantes deben ser disefiados no sélo para evitar (0, al menos,
minimizar), cualquier tipo de fallo, sino también para promover el proceso de corrosion
Yy, si es posible, reducir el tiempo requerido para ello.
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Asi, uno de los retos en la implantologia es alcanzar y mantener la osteointegracion.
Ademas es importante conseguir unién epitelial del tejido gingival con el implante, ya
que la union intima del tejido gingival con el cuello de los implantes dentales puede
prevenir las colonizaciones de bacterias que conducen a la periimplantitis, mientras
que la vinculacion directa de hueso puede garantizar un anclaje biomecénico de la raiz
dental artificial [15].

Al analizar qué ocurre al implantar una prétesis dental y qué interacciones se
desarrollan entre el implante y el organismo, hasta que integrado, se pueden
diferenciar una serie de etapas o procesos distintos.

Asi, hay dos tipos de respuesta después de la implantacion. El primer tipo implica la
formacion de un tejido fibroso blando alrededor del implante que no asegura la fijacion
biomecanica adecuada y conduce al fracaso clinico del implante dental. El segundo
tipo de respuesta del hueso esta relacionado con el contacto directo hueso-implante,
sin la presencia del tejido fibroso antes mencionado en dicha interfase. Esto es lo que
se conoce como osteointegracion [14].

Durante la cirugia se realiza un dafio en el tejido éseo, que va a ocasionar una zona
necrética entorno al trauma producido. La viabilidad del implante en esta etapa esta
relacionada directamente con la capacidad del hueso para recuperarse y que su
respuesta no sea la formacion de tejido fibroso.

Una vez realizada la operacion, la interaccion entre el implante y la sangre conduce a
la adsorcién de proteinas, como la fibronectina y la vitronectina, en la superficie del
material. Este proceso depende de las propiedades superficiales del implante y se
produce a través de una compleja serie de etapas de adsorcion y de desplazamiento
conocidas como el efecto Vroman [17]. En este sentido, diferentes estudios
demuestran que una superficie hidréfila y rugosa favorece este efecto, consiguiendo
una mayor ostointegracion [5, 15, 17, 18]. Al evaluar la regeneracion ésea obtenida
con implantes estandar e implantes tratados superficialmente para mejorar su
rugosidad, se observa un mayor contacto implante-hueso y una mayor deposicion de
hueso en las primeras etapas en aquellas superficies tratadas para ser mas rugosas
[18].

Tras la absorcién de proteinas, que es clave para la adhesién celular en la superficie
del implante, se observa un proceso de adhesion de plaquetas y de formacién de
coagulos en los vasos sanguineos dafados.

Tras esta etapa, varias células comienzan a interactuar con la superficie cicatrizando y
curando los tejidos dafiados. Esta reparaciébn supone un proceso de sustitucion
progresivo al ocurrir de modo simultaneo la reabsorcion del tejido 6seo en el que se ha
producido necrosis y la formacion de hueso nuevo generado por la presencia de
osteoblastos [2].

Aqui juegan un papel muy importante las MSCs (células mesenquimales no
diferenciadas), células madre derivadas de tejido somatico que pueden diferenciarse
en hueso, cartilago, grasa y piel. Estas células se caracterizan por no estar
especializadas, por ser capaces de renovarse a través de division celular y por tener la
capacidad de convertirse en células de tejido o de 6rganos especificos. Asi, bajo unas
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condiciones y unos indicadores adecuados estas células no diferenciadas tienen la
capacidad de convertirse en osteoblastos capaces, a su vez, de regenerar el tejido
0seo. Ademas las MSCs estan presentes en muchos tejidos y en la sangre en bajas
concentraciones [5, 15, 18].

Finalizada esta etapa y habiéndose producido la recuperacibn de esa zona, se
observa un contacto intimo entre el implante y el hueso; esto, como ya se ha expuesto
anteriormente, resulta clave para el proceso de osteointegracion ulterior.

Asi, el paso siguiente a la recuperacion de la zona, del trauma sufrido como
consecuencia de la intervencion quirdrgica, es el inicio del proceso de osteointegracion
que supone la integracion del implante en el sistema 6seo. El éxito de ese proceso se
va a basar en lograr la atraccion de células MSCs a la zona afectada que reciban las
sefiales adecuadas para su diferenciacién en células capaces de regenerar el tejido
0seo, es decir, para su transformacién en osteoblastos y que estas puedan adherirse,
diferenciarse y mineralizar.

1.2.3 LA OSTEOINTEGRACION

Como ya se ha explicado, el éxito clinico a largo plazo de los implantes dentales esta
relacionado con su osteointegracion temprana, considerando como osteointegracion la
definicién cufiada en 1951 por el Profesor Per-Ingvar Branemark en sus estuidos: la
conexion directa estructural y funcional entre el hueso vivo, ordenado y la superficie
del implante sometido a carga funcional.

La primera etapa en la osteointegracion de los implantes dentales se denomina
estabilidad primaria y esta relacionada con el anclaje mecanico, el disefio de los
implantes y la estructura 6sea [14, 19]. Esta sujecién inicial disminuye con el tiempo en
el beneficio del anclaje secundario, que se caracteriza por una union biolégica en la
interfaz entre los tejidos 6seos y la superficie del implante.

En el paso de una de estas etapas a la siguiente se observa una disminucién de la
estabilidad del implante; para superarla es importante acelerar el proceso y lograr una
osteointegracion temprana. Por esta razén resulta interesante el estudio de la mejora
de implantes con objeto de lograr la aceleracion de este proceso.

Muchos estudios han tratado de mejorar la osteointegracion de los implantes
realizando modificaciones de su superficie. El objetivo es obtener implantes metdlicos
con una superficie adecuada para la adsorciébn de proteinas, la adherencia y la
diferenciacion de las células vy la integracion del tejido. Esta adecuada respuesta
biol6gica esta relacionada con la composicion quimica, la hidrofilia y la rugosidad de
las superficies de los implantes [2, 5, 15, 18].

Con el fin de mejorar este Ultimo parametro se han desarrollado varios métodos que
tratan de definir una adecuada superficie rugosa y, asi, mejorar la osteointegracion de
los implantes dentales de titanio. Las técnicas empleadas van desde la pulverizacién
de plasma de titanio, el granallado con particulas ceramicas, el grabado &cido y la
anodizacion [6, 14], asi como la realizacion de distintos tipos de recubrimientos. Estas
técnicas seran explicadas en el siguiente apartado.

11
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1.3 TRATAMIENTOS SUPERFICIALES EN IMPLANTES DE Ti

Los implantes dentales de titanio pueden fallar como consecuencia de varios factores
como son la insuficiente osteointegracion temprana, la infeccién bacteriana, el trauma
quirdrgico, una sobrecarga prematura, micro-movimientos causados por el disefio
inadecuado de la proétesis, una colocacion quirdrgica inadecuada y que el hueso que
rodea al implante sea insuficiente o esté dafiado y/o no sea lo suficientemente fuerte
[6, 15, 20]. Durante la ultima década, se han desarrollado distintas técnicas para la
mejora de las propiedades superficiales del titanio en la fabricacion de implantes de
forma que se favorezca la osteointegracion, se consiga una cicatrizacién en un menor
tiempo, permitiendo que el paciente pueda regresar mas rapidamente a su vida
normal, se logre un mayor contacto hueso-implante y se incremente la longevidad de
los implantes de titanio. En definitiva, los esfuerzos van encaminados a incrementar
las prestaciones de los implantes y a reducir el tiempo de los procesos biolégicos en
gue los implantes tienen una presencia activa.

La modificacion superficial de estos implantes se puede realizar de modo morfolégico,
fisico-quimico o bioquimico:

1.3.1 MODIFICACIONES MORFOLOGICAS

Mediante la modificacion morfol6gica de la superficie del implante se logra mejorar la
adhesion de los osteoblastos, la diferenciacion, la proliferacion y la mineralizacion [6].

Para ello se recurre a métodos mecanicos como la pulverizacion de plasma, la
proyeccion de particulas, el micromecanizado, el lijado y el pulido. Por otro lado, se
puede recurrir a métodos quimicaos como son el ataque acido y la anodizacion.

Pulverizacion de plasma de titanio (TPS):

La pulverizacién de plasma de titanio (TPS) consiste en la proyeccion de particulas de
hidruro de titanio con ayuda de un arco de plasma de un gas noble a alta temperatura,
de modo que el metal precursor se descompone en el chorro y es lanzado contra la
superficie del implante, quedando soldado a ésta. Se forma una capa de 30 ym de
espesor con una rugosidad de 7 um [14].

Con esta técnica se logra aumentar la rugosidad de la superficie, lo que favorece la
regeneracion del tejido éseo. Sin embargo, hay estudios que demuestran que
pequefias particulas de titanio pueden separarse del implante por la fuerza de friccién
entre el recubrimiento y el hueso, de modo que estas particulas pasan al organismo y
pueden, incluso, liberar iones nocivos [8, 21].

12
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Proyeccion de particulas cerdmicas:

Otra técnica para aumentar la rugosidad superficial del implante es la proyeccion de
particulas ceramicas duras sobre éste. Estas particulas se proyectan a través de una
boquilla a alta velocidad con la ayuda de aire comprimido. Se pueden conseguir
diferentes grados de rugosidad en la superficie del implante jugando con el tamafio del
polvo cerdmico. Puesto que algunas de las particulas pueden adherirse al metal y
permanecer en €l incluso después de su limpieza por ultrasonidos, ataque acido y su
esterilizacion [14, 22], este material debe ser quimicamente estable, biocompatible y
no debe suponer un obstaculo en el proceso de osteointegracion. Entre las particulas
ceramicas utilizadas se encuentran la alimina, el 6xido de titanio y el fosfato célcico.

Cuando, la presencia de estas particulas supone una heterogeneidad quimica, se
observa una disminucion de la resistencia a la corrosion del titanio; como en el caso de
la alimina, que ademas resiste la limpieza con &cido [22].

Por otro lado, el uso de 6xido de titanio en el granallado de implantes dentales
mediante esta técnica muestra una mejora significativa en el contacto entre el hueso y
el implante [14]. Ademas, hay estudios que revelan que con esta técnica se obtienen
altas tasas de éxito clinico de los implantes, incluso a largo plazo [23].

Otra opcién es el uso de fosfatos de calcio, ya sea en forma de hidroxiapatita o
fosfatos tricalcicos, puesto que son materiales biocompatibles, osteoinductores que
aumentan la rugosidad del titanio y pueden ser reabsorbidos por el organismo.

Grabado con acido:

También es posible mejorar la textura superficial de la prétesis con métodos quimicos
como es el grabado con &cido. Para ello se utilizan acidos fuertes como son el HCI,
H,SO,, HNO; y el HF, el método consiste en la inmersién de los implantes durante
varios minutos en el acido a temperaturas por encima de 100°C [14]. De esta forma se
forma una superficie microporosa homogénea [24] que da lugar a una mejora del
proceso de osteointegracién [25]. Esta mejora se debe a un aumento de la
humectabilidad de la superficie, una mejor adhesion de las células y un mayor
contacto hueso-implante. Ademas se ha demostrado que con esta técnica se logra la
formacion de hueso directamente sobre el implante [26].

En el caso concreto del uso del acido fluorhidrico (HF), los microporos se generan por
la reaccion del 4cido con el titanio formando como producto la especie soluble TiF,. Se
ha comprobado que los iones fluoruro pueden quedar en el implante activando la
superficie y favoreciendo el proceso de osteointegracién [27]. Sin embargo, esta
heterogeneidad quimica empobrece las propiedades del titanio y debilita el implante.

Anodizacion:

Otra técnica basada en métodos quimicos para lograr mejorar la rugosidad de los
implantes dentales de titanio es la anodizacién potenciostética o galvanostatica del
metal con densidades de corriente de 200 A/m? y potenciales de 100V utilizando como
electrolito disoluciones de acidos fuertes como el H,SO,, el HNO3;, el H;PO, y el HF.
Con esto se logra la disolucion del 6xido por donde pasa la corriente por la presencia
del &cido, que se deposita en las zonas contrarias, aumentando el espesor de la capa
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en estos puntos, de modo que va aumentando la rugosidad en la superficie [14].
Mediante esta técnica se pueden llegar a obtener Oxidos a escala nanométrica
jugando con las condiciones de trabajo, es decir, con el voltaje, el tiempo y el tipo de
electrolito [15].

Tras realizar el tratamiento a los implante se observa una mejor respuesta del hueso
que conlleva un aumento del éxito clinico [15].

1.3.2 MODIFICACIONES FiSICO-QUIMICAS

Las propiedades fisico-quimicas de los tornillos dentales pueden modificarse para asi
controlar caracteristicas que influyen en que el implante tenga éxito.

Una de las formas de lograr esto es la realizacion de recubrimientos con fosfato de
calcio, principalmente en forma de hidroxiapatita. Este material tiene una excelente
biocompatibilidad y se ha comprobado que sus recubrimientos favorecen la integracion
del implante, promueven la formacion de hueso y proporcionan una buena union
quimica y mecéanica entre el hueso y el metal [28-29]. Estos buenos resultados se
basan en que este compuesto, presente en la interfase, se disuelve y libera iones Ca**
y HPO,*, de modo que los fluidos corporales en contacto con el implante se saturan,
precipitando sobre la superficie nanocristales de apatita biol6gica que sirve de sustrato
para las células osteoblasticas que producen el tejido 6seo.

Este material se puede depositar en la superficie del implante mediante distintas
técnicas como son la pulverizacion catddica, la proyeccion de plasma, la realizaciéon de
recubrimientos sol-gel, la deposicién electroforética y la precipitacion biomimética que
intenta simular el proceso natural y consiste en la precipitacion de cristales de apatita
biolégica sobre el metal, a partir de fluidos biol6gicos simulados (FBS) [15]. Esta ultima
técnica implica la nucleacion heterogénea y el crecimiento de cristales similares al
hueso en la superficie del implante. Para garantizar que el revestimiento tenga
estabilidad mecanica se requiere que la superficie de titanio sea rugosa, ademas se
pueden realizar diversos pretratamientos para acelerar los procesos de nucleacion y
crecimiento cristalino.

Estos recubrimientos de fosfato calcico biomimético han sido investigados, revelando
dichos estudios que con esta técnica se logra un mayor contacto hueso-implante que
el obtenido con el titanio sin recubrir [30]. Esto indicaria una mejora de la
osteointegracion, aunque el recubrimiento todavia no se ha comparado con otros
tratamientos superficiales.

Sin embargo, se han relacionado fracasos clinicos con la técnica de proyeccién de
plasma por la delaminacion del recubrimiento y con el resto de técnicas no se han
realizado suficientes estudios [14].
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1.3.3 MODIFICACIONES BIOQUIMICAS

El objetivo de este tipo de modificacion es imitar biolégicamente la arquitectura 6sea
natural para asi mejorar el proceso de osteointegracion.

La superficie del titanio puede ser modificada bioquimicamente mediante diferentes
métodos:

Osteoinductores biomoleculares:

Es posible activar la superficie del implante introduciendo sefiales biomoleculares
osteoinductoras mediante proteinas y péptidos adsorbidos o unidos covalentemente a
su superficie.

Se han realizado estudios absorbiendo en la superficie del implante moléculas como la
fibronectina y la vitronectina, que son las principales proteinas de adhesion celular que
se encuentran en la matriz extracelular (ECM) de diversos tejidos y en la sangre
circulante, y se han realizado ensayos in vitro que muestran un aumento de la
adhesion celular, una mejora de la proliferacion y de la diferenciacion de osteoblastos,
es decir, una mejora de la osteointegracion del implante respecto al titanio sin recubrir
[31].

Sin embargo, la unibn de estas moléculas osteoinductoras es débil y pueden
desprenderse con facilidad, por este motivo se recurre a enlaces covalentes logrando
la unién de las proteinas al sustrato a través de moléculas puente. Asi con la
realizacion de técnicas como la silanizacion para obtener esta union covalente se
observa la mejora del proceso de regeneracion 6sea [32].

Recubrimientos de fosfatos de calcio:

Otra opcidn es realizar recubrimientos con materiales que favorecen la osteintegracion
como los fosfatos de calcio, realizando asi una modificacion fisico-quimica, y a
continuacion introduciendo sefiales moleculares bioactivas, factores de crecimiento
osteoinductores o farmacos antibacterianos, modificando bioquimicamente el sistema.

Esta técnica se basa en el hecho de que el setenta por ciento del hueso humano se
compone de Cayo(PO,4)(OH),, recubriendo el metal de un material con una
composicion similar a este compuesto se modifica su superficie, mejorando el proceso
de integracion del implante en el sistema bioldgico.

Para la realizacion del recubrimiento se puede revestir previamente la superficie del
titanio con 6xido de aluminio (Al,O3) con la finalidad de aumentar la adherencia [33].

Se han obtenido recubrimientos, aplicando este tipo de maodificacién, mediante
técnicas como la pulverizacion de plasma, la deposicion electroquimica, por sol-gel o
incluso por deposiciébn con laser pulsado (PLD). Estudios in vitro revelan la
biocompatibilidad de estos materiales y que estos tratamientos mejoran la adhesion de
osteoblastos, la proliferacion y la diferenciacion [34], por otro lado estudios in vivo
demuestran que favorecen la formacién de hueso [35].
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Ademas, como ya se ha comentado, estos recubrimientos pueden ser funcionalizados
adicionalmente con biomoléculas osteoinductoras [6].

Recubrimientos con hidrogeles:

También es posible la realizacién de recubrimientos con hidrogeles biodegradables a
los que se les incorporan biomoléculas y factores de crecimiento osteoinductores con
el objetivo de potenciar la regeneracion 6sea, pudiendo introducir también diferentes
farmacos para ayudar a la curacion del implante como pueden ser agentes
antibacterianos que prevengan la periimplantitis.

Un hidrogel es una red tridimensional de cadenas poliméricas flexibles que se hinchan
en solucion acuosa. Estan constituidos por cadenas poliméricas largas unidas por
enlaces cruzados. La reticulacion de las moléculas de polimero se puede lograr
mediante distintas técnicas como son la fotopolimerizacion, por accién de la
temperatura, auto-ensamblaje, radiacién o por la accion de enzimas.

Estos materiales se caracterizan por ser hidréfilos, insolubles en agua, blandos,
elasticos y por hincharse en presencia de agua, manteniendo su forma, hasta alcanzar
un equilibrio fisico-quimico; mientras que en estado deshidratado (xerogel) son
cristalinos.

Las propiedades clave de hidrogeles para aplicaciones biomédicas son su alta
biocompatibilidad, su biodegradabilidad y su capacidad de incorporar sefiales
biomoleculares debido a la alta permeabilidad que presentan [6].

Como se ha podido observar, en el campo de la implantologia dental se estan
desarrollando una gran cantidad de estudios con el objetivo de reducir el rechazo en
este tipo de cirugias. Se han expuesto distintas técnicas que podrian servir para
cumplir este objetivo. Sin embargo, no son las Unicas y queda mucho que investigar en
este sentido.

En este trabajo se va a intentar satisfacer las necesidades expuestas, utilizando como
método, para modificar la superficie del implante de titanio y asi mejorar su
biocompatibilidad y favorecer el proceso de ostointegracion, la realizacién de
recubrimientos en base silicio realizados mediante la técnica sol-gel.
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1.4 RECUBRIMIENTOS SOL-GEL DE BASE SILICIO

1.4.1 INTRODUCCION

En la Ciencia de Materiales, el proceso sol-gel es una técnica empleada para formar
materiales solidos a partir de moléculas de pequefio tamafio que se ha utilizado
ampliamente en la fabricacion de 6xidos metalicos, especialmente en la fabricacion de
Oxidos de silicio y titanio.

El proceso sol-gel se basa en la conversion de precursores en solucion coloidal (sol) a
una estructura integrada por una estructura reticulada que encierra la fase liquida
(gel). Siendo los precursores tipicos alcoxidos metalicos o de silicio.

Este proceso surge hace mas de 150 afios, siendo la primera publicacién sobre el
tema la sintetizacién en 1846 del primer alcoxido de silicio a partir de tetracloruro de
silicio (SiCl;) y alcohol a temperatura ambiente. Sin embargo, no se le prestd
realmente atencion a este descubrimiento hasta que en 1971 se comprob6 que la
hidrélisis del ortosilicato de tetraetiio (TEOS) en condiciones &cidas permitia la
formacion de SiO,. Las investigaciones sobre sol-gel llegaron a ser tan importantes
gue en la década de 1990 mas de 35.000 articulos fueron publicados en todo el
mundo sobre este campo [40].

Este interés se basa en que el sol-gel es una técnica barata y que se lleva a cabo a
baja temperatura. Ademas permite controlar la compaosicién quimica y la estructura del
producto. Permite obtener materiales de elevada pureza y homogeneidad, en distintas
formas. Incluso permite la introduccién de dopantes que se dispersan uniformemente
en el producto final [36].

1.4.2 ETAPAS DEL PROCESO SOL-GEL

La sintesis de los materiales por el procedimiento sol-gel incluye la preparacién de un
sol, que es una suspension coloidal de particulas en una fase liquida, de forma que las
particulas tienen un tamafio lo suficientemente pequefio como para permitir que se
mantengan en suspension por fuerzas Brownianas; que acabaran formando un gel
constituido por una red (fase sélida) y un liquido que queda inmovilizado por ésta.

La eliminacion de la fase liquida requiere un proceso de secado, que normalmente se
acompafia de un proceso de contraccion y de densificacion, y da lugar al xerogel [36].
El esquema del proceso se puede visualizar en la figura 3.

El proceso sol-gel se basa principalmente en reacciones de hidroélisis y condensacion
de alcoxidos metdlicos, que estdn compuestos por un ion metalico o de silicio y un
grupo alquilo [9, 36, 37, 38]. En base a la temética en la que se centra el presente
trabajo, se va a enfocar la revisién bibliografica a la informacién referente a
alcoxisilanos.
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HIDROLISIS CONDENSACION SECADO

-

DISOLUCION soL GEL XEROGEL
SOL-GEL

Figura 3. Etapas formacién del sol-gel.

La reaccion de hidrdlisis consiste en la transformacion del alcoxido de silicio en grupos
hidroxilo al entrar en contacto con agua, de modo que un ion OH" se une al atomo de
silicio formando un grupo silanol Si-OH.

Las reacciones de condensacién se desarrollan cuando entran en contacto dos grupos
silanoles o un grupo silanol con un alcoxi (—OR) que no ha hidrolizado, formando
enlaces siloxano (Si-O-Si) y como subproductos de reaccién agua y alcohol [36]. En la
mayoria de los casos las reacciones de condensacion comienzan a desarrollarse
antes de la finalizacién de la hidrolisis, de modo que ambas reacciones se producen
de modo simultaneo [38].

A continuacién se muestran las reacciones descritas en el parrafo anterior:

Si(OR)4, + nH,0 — Si(OR)4_,(OH)n + nR(OH)
R3SiOH + HOSiR'; — R3Si— 0 — SiR'; + H,0
R3SiOH + ROSiR'; — R3Si— 0 — SiR'3 + R(OH)

Reacciones hidrolisis-condensacion del proceso sol-gel.

El nimero de enlaces que puede formar un precursor se denomina funcionalidad. La
reaccion a partir del alcoxido de silicio, por ejemplo, puede conducir a la compleja
ramificacién del gel, ya que un precursor completamente hidrolizado Si(OH), es
tetrafuncional (se puede ramificar o funcionalizar en 4 direcciones diferentes). Por otra
parte, bajo ciertas condiciones, por ejemplo, baja concentraciébn de agua, no se
lograran condesar los cuatro grupos OH, obteniendo una baja ramificacion.
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Una vez se han formado suficientes enlaces Si-OH, estos se comportaran como
pequefias particulas coloidales en la suspension; de forma que se habra logrado la
obtencién del sol.

El siguiente paso es el proceso de gelificacién que se produce al generarse enlaces
siloxano entre las particulas de sol dispersas coloidalmente; formandose asi, una
estructura tridimensional que encierra a la fase liquida, aumentado, como
consecuencia de ello la viscosidad del sistema [37].

Si se deja que el gel permanezca en reposo, por RMN se comprueba que se
desarrollan reacciones de condensacion entre los grupos silanoles y alcoxi que
permanecen en la red [37]. Esta etapa se denomina envejecimiento y conlleva una
mejora de las propiedades del sol-gel. Sin embargo, es un proceso lento, aunque
puede acelerarse jugando con las condiciones de sintesis del material, tales como
temperatura y pH [37-38].

A continuacién, se procede a la realizacion de un secado para eliminar los
componentes volatiles del sistema, como agua o alcohol; obteniendo asi una
estructura porosa. En funcién de la temperatura a la que se realice el secado, esta
etapa supondra una mayor 0 menor contraccion del material, pudiendo obtener asi
diferentes grados de densificacion de la red. Asi, si el tratamiento térmico se realiza a
temperaturas bajas (T<200°C), se eliminan los componentes volatiles del sistema pero
la contraccion experimentada no es notable. Si este tratamiento se realiza a
temperaturas altas (T>200°C), se producira una condensacion adicional de los grupos
condensables sin reaccionar y una importante contraccién de la estructura que
supondrd la densificacion del material [37].

Las propiedades estructurales de los materiales sol-gel dependen en gran medida de
las condiciones del proceso, tales como reactivos utilizados, relacién molar H,O/Si, pH,
temperatura y de las condiciones del secado [36, 38]. Consecuentemente, jugando con
estos parametros es posible controlar las propiedades y la microestructura del
material obtenido [38]. De este modo, se va a proceder a la descripcion de estos
factores para comprender mejor como intervienen en el proceso de formacién del
material sol-gel.

Relacion molar r (H,0: Si):

El agua desempefia un papel fundamental en la cinética de reaccién y, en
consecuencia, sobre la morfologia del material final. El aumento de la proporcion de
agua en la reaccién conduce a una aceleracién de la reaccion de hidrélisis y por lo
tanto a una disminucion del tiempo necesario para la gelificacion del sistema. Cuando
se afiade una cantidad de agua excesiva el sistema gelifica en tiempos muy cortos y
se vuelve muy viscoso. Cuando esta relacion molar es menor a la estequiométrica, la
hidrolisis seré limitada y no gelificara adecuadamente [37-38].

La cantidad de agua para mantener una relacién estequiométrica 1:1 dependera del
grado de sustitucion del alcoxido, asi para precursores del tipo Si(OR), como el TEOS
(tetraetil-ortosilicato) la relacion sera de 4, sin embargo, otros precursores silicicos
como el MTMOS (metil-trimetoxisilano) y el GPTMS (glicidoxipropil-trimetoxisilano)
necesitaran una relacion de 3.
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Naturaleza del disolvente:

Generalmente, se afiaden disolventes para evitar la separacion de fases durante las
primeras etapas de hidrélisis. Esto se debe a que los alcoxisilanos no son miscibles en
agua como consecuencia de los sustituyentes de estos precursores. Por tanto, se
requiere el uso de disolventes para mejorar la miscibilidad de los componentes y la
homogeneidad de la mezcla. Uno de los disolventes mas utilizados en estos casos son
los alcoholes. Sin embargo, en algunos casos los geles también pueden prepararse a
partir del alcoxisilano y agua sin la adicién de un disolvente, ya que el alcohol creado
durante la hidrdlisis puede homogeneizar el sistema [38].

El solvente también sirve para controlar las concentraciones de agua y silicio y asi
regular la cinética de gelificacion [37].

La eleccion del disolvente va a influir en el secado del material, que es una etapa clave
en la definicibn de su microestructura. En este sentido, se han estudiado los efectos
del solvente en términos de aditivos para controlar el secado sin crear grietas en el
material producido [39]. Utilizando solventes como los alcoholes se puede acelerar el
secado y evitar la degradacion del material por la temperatura [37].

Efecto estérico:

Los sustituyentes de los precursores utilizados en la elaboracion de este tipo de
materiales presentan un efecto estérico debido a su tamafio; es decir, su volumen
dificulta la movilidad de las moléculas de agua y, en consecuencia, ralentiza el proceso
de hidrdlisis [40].

Influencia del pH:

La velocidad de formacioén del sol-gel puede acelerarse mediante el pH. Asi, el efecto
de la catdlisis en la quimica sol-gel ha sido ampliamente estudiado en la literatura [37-
39]. El proceso de polimerizacion del sol-gel puede dividirse en tres dominios del pH:
pH>2, pH 2-7 y pH>7 [37].

El rango comprendido entre pH 2 y pH 7 no es adecuado para la elaboracion del
material. La presencia del punto isoeléctrico (IEP) y el punto de carga cero (PZC) hace
gue no haya repulsion electrostatica y que se produzca una agregacion de especies
excesivamente rapida. En este rango de pH se desarrollan las siguientes reacciones,
siendo la cinética de la segunda de ellas (b) demasiado lenta [37]:

=Si—-OH+0H -»=Si— 0" +H,0 (a)
=Si—-0"+0H-Si-»=S8i—0-Si=+0H" (b)
Reacciones desarrolladas a pH 2-7.

A pH &cido, comprendido entre 1-2, la reaccion de condensacion se ve favorecida
frente a la de hidrdlisis, ya que las especies de silice no tiene mucha tendencia a
ionizarse. Esto favorece el crecimiento de la red y conduce a una solucion de la red
de Oxido de silicio. Al gel obtenido por catalisis &cida se le denomina gel polimérico.
Esto se debe a que cuando, por ejemplo, se utiliza un precursor tetrafuncional se
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forma una especie OHSI(OR)3, ésta tendra mas tendencia a condensar que a seguir
hidrolizandose como se puede ver en las reacciones (c) y (d):

=Si— OH+ H;0" »=Si* +2H,0 (¢)
=Sit+HO—-Si > H'+=Si—0-Si = (d)
Reacciones desarrolladas a pH <2.

El grado de reticulacion de la red es proporcional a la concentracion de H*, puesto que
dicho proton tiene un papel catalitico, siendo la clave de esta catalisis un ataque
nucleofilico al &tomo de oxigeno, como se muestra en la figura 4. En la etapa de
condensacion se forman cadenas que se enredan y reticulan formando la red [37].

RO
H RO . H . H OR
\ \ H O \s | s - / _
O + oA SI—OR < O--——- Si-——--0 < HO—Si., ;o +ROH+H
/ RO/ / S\ AN
H RO H RO OR OR OR

Figura 4. Mecanismo de reaccion de la catalisis &cida [37].

A pH bésico se observa que los precursores se hidrolizan rdpidamente, obteniendo
especies totalmente hidrolizadas; como el Si(OH), en el caso de precursores
tretafuncionales. Al incrementar el pH el mecanismo de reaccién cambia. La reaccién
de hidrolisis se ve favorecida por el ataque nucledfilo del anion OH™ sobre el Si, como
se puede observar en la figura 5, derivando este anion de la ionizacién del agua como
consecuencia de la presencia de una base. Esta rapida hidrélisis hace que las
especies formadas condensen en agregados muy ramificados que no se enredan
entre si. Por esta razon al gel obtenido mediante catalisis bésica se le denomina gel
coloidal [38].

RO RO OR
5 s .
HO ---------= Si—0OR = - HO-------5j -OR| = HO—5i "OR + OR
RO A\ AY
RO RO OR 0OR

Figura 5. Mecanismo de reaccion de la catalisis basica [37].

De esta forma, como se observa en la figura 6, mediante catalisis acida se obtendra
una estructura mas compacta que por catalisis basica, en la que la estructura sera
mas porosa.
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a)

b)

Figura 6. Diferencias estructurales entre catalisis acida (a) y basica (b).

1.4.3 RECUBRIMIENTOS SOL-GEL SOBRE METAL

Como ya se ha comentado, una de las ventajas del proceso sol-gel es que permite
obtener el material en distintas formas y con diferentes configuraciones. El sol puede
ser depositado sobre un sustrato para formar un recubrimiento, en un recipiente con la
forma deseada para obtener, por ejemplo, ceramicas monoliticas, vidrios, fibras,
membranas o aerogeles; o se puede utilizar para sintetizar polvos de diferentes
tamafios.

En el presente trabajo el material sol-gel va destinado a la elaboracion de
recubrimientos en un sustrato metdlico, el titanio. De este modo se va a lograr por un
lado, la proteccién del metal y, por otro lado, se va a poder modular las propiedades de
los implantes, optimizandolas para la aplicacion a la que van destinados.

Para la obtencion del recubrimiento, en primer lugar se prepara el sol; éste es
depositado sobre el sustrato mediante diferentes técnicas hasta lograr revestir la
superficie.

En términos de técnicas de fabricacion, hay varias opciones de deposicion tales como
el dip-coating (recubrimiento por inmersién), el flow-coating (recubrimiento por flujo), el
spray-coating (recubrimiento por pulverizacién) o el spin-coating (recubrimiento por
giro a alta velocidad) y el rodillo de recubrimiento que pueden ser utilizadas para
recubrir una superficie con una solucién de sol [41].

Una de las ventajas a la hora de utilizar el sol-gel para recubrir metales es la buena
adhesion que se logra como consecuencia del anclaje quimico que se produce entre
ambos materiales. Los grupos hidroxilo de la superficie metalica (Me-OH) interacttan
con los grupos silanoles del sol-gel (Si-OH) como se observa en la figura 7. En un
primer momento este tipo de interaccion se basa en enlaces débiles como puentes de
hidrogeno, pero durante el curado se logra unir el recubrimiento al sustrato con
enlaces covalentes que suponen la perfecta adhesion del sol-gel al implante [42].
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Figura 7. Recubrimiento sol-gel sobre metales. (a: interaccion por puente de hidrogeno; b:
enlace covalente en la interfase metal-recubrimiento) [42].

1.4.4 RECUBRIMIENTOS SOL-GEL HIBRIDO PARA APLICACIONES MEDICAS

La principal ventaja de la quimica sol-gel es proporcionar condiciones suaves de
manera que las especies organicas se pueden mezclar con los precursores
inorganicos ceramicos, lo que lleva a la formacion de sistemas compuestos o hibridos
[38].

Los materiales hibridos permiten la combinacién de las propiedades de los materiales
tradicionales, como la ceramica y polimeros organicos, en la escala nanoscopica. Las
propiedades del producto final dependen estrechamente de la naturaleza quimica vy el
contenido de los componentes inorganicos y organicos constitutivos [43].

Los recubrimientos sol-gel hibridos presentan varias ventajas frente a los
recubrimientos totalmente inorganico. Asi, en primer lugar, los recubrimientos hibridos
permiten obtener facilmente una capa mas gruesa, mas flexible y sin grietas. En
segundo lugar, requieren una menor temperatura de curado, normalmente inferior a
200°C [42].

Una de las formas de obtener estos compuestos hibridos es la utilizacion de alcoxidos
de silicio organicamente modificados como precursores; estos compuestos tienen una
estructura R,Si(OX)4-x, donde R es una molécula organica enlazada al silicio
mediante una unién Si-C. De este modo, se pueden conseguir distintas propiedades
cambiando la naturaleza de esta molécula orgénica.

El objetivo principal cuando se sintetiza un material hibrido que contiene silicato para
cualquier aplicacion, incluyendo la biomédica, es aprovechar las propiedades de su
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parte organica y de su parte inorganica. El componente inorganico puede proporcionar
dureza, resistencia, estabilidad térmica, densidad, etc., mientras que la organica
proporciona elasticidad, caracter hidroéfobo/hidrofilo o reactividad quimica [43].

La alta bioactividad del sol-gel hibrido en base silicio deriva de la liberacién de silicio al
sistema que actla como sefial osteoinductora, unida a la adicion de componentes
organicos bioactivos que funcionalizan el biomaterial.

Jugando con la naturaleza quimica de las moléculas introducidas en la red es posible
modificar las propiedades del material como son la hidrofilia, la rugosidad o la
porosidad. Ademéas se puede modificar el grado de funcionalidad de modo que con
todos estos factores se puede obtener un recubrimiento mas bioactivo que favorezca
procesos como la osteointegracion.

Ya en el 1997 Tsuru proponia este tipo de silicatos modificados organicamente como
materiales capaces de mostrar un comportamiento bioactivo y favorecer procesos
como la osteointegracion [44].

En este sentido se han realizado diferentes investigaciones, ensayos in Vivo
demuestran que recubrimientos de sol-gel hibrido mejoran el rendimiento de implantes
de acero inoxidable AISI 316L puesto que mejora sus propiedades barrera y promueve
su bioactividad [45]. Por otro lado, se han logrado desarrollar materiales de sol-gel
hibridos basados en tetraetilo-ortosilicato (TEOS) y en trietoxisilano de vinilo (VTES)
para estimular la unién celular, la proliferacion y diferenciacion de las células
osteogénicas, evaluando este comportamiento mediante ensayos in vitro con células
madre mesenquimales que demostraron la biocompatibilidad y el caracter
osteoinductor de los recubrimiento sintetizados [46].

Estos resultados indican que los materiales sol-gel hibrido en base silicio son llamados
a desempefiar un papel principal en el futuro de las terapias regenerativas hueso.
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1.5 OBJETIVOS

Como se ha explicado en los apartados anteriores, existe una creciente demanda en la
reposicion de piezas dentales mediante implantes, como consecuencia del
envejecimiento de la poblacion. Aunque se logran tasas aceptables de éxito clinico, los
tiempos de recuperacién son largos y, en algunos casos, resulta imposible realizar la
intervencion como consecuencia del mal estado del tejido 6seo. Ademas, una vez
realizada la cirugia, puede producirse el rechazo del implante como consecuencia de
diferentes complicaciones como la periimplantitis. Adicionalmente, cada vez mas
personas jovenes recurren a este tipo de cirugia por cuestiones de estética debido a la
importancia del aspecto fisico en las relaciones sociales; siendo necesario aumentar el
tiempo de vida de estas prétesis dentales. Ante esta problemética resulta necesario
seguir investigando para lograr la mejora de estos implantes. Por este motivo se
plantea lograr solventar estos problemas tratando la superficie del implante dental con
un recubrimiento sol-gel con propiedades bioactivas que promueva la
osteointegracion.

Asi, el objetivo de este estudio es el desarrollo y caracterizacion de recubrimientos
bioactivos hibridos formados por una red vitrea de alcoxilanos a partir de
composiciones triples de TEOS (tetraetil-ortosilicato), GPTMS (glicidoxipropil-
trimetoxisilano) y MTMOS (metil-trimetoxisilano) para ser utilizados con aplicaciones
médicas.

De este modo se va a estudiar la viabilidad de estos recubrimientos, comprobando
hasta qué punto se puede introducir TEOS a una red de referencia formada por 50%
MTMOS y 50% GPTMS. Ademas se va a analizar como afecta a sus propiedades la
introduccion de este nuevo precursor en distintos porcentajes.

La secuencia de variacién del porcentaje de TEOS que se va a estudiar es:
45M:45G:10T— 35M:35G:30T — 25M:25G:50T — 15M:15G:70T —-5M: 5G:90T

Asi, se va a ir aumentando progresivamente la concentracién de éste precursor en la
composicion, quedando fijada la proporcion de MTMOS y GPTMS, manteniéndola
entre si al 50%.

Los recubrimientos desarrollados con estos materiales son una red vitrea hibrida sol-
gel de base silicio, considerando que el TEOS es el precursor mas inorganico,
mediante el estudio se va a poder ver como son afectadas sus propiedades al
incrementar el caracter inorganico de la estructura.

El plan de trabajo a seguir va a consistir en la sintesis de la serie de recubrimientos
antes expuesta y su posterior caracterizacion fisico-quimica. Ademds, se van a
recubrir implantes dentales de titanio con la composicién 6ptima.
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CAPITULO 2

MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

EXPERIMENTALES
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2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1 INTRODUCCION

Como se ha explicado en el apartado anterior, el objetivo de este trabajo es el estudio
y caracterizacion de una serie de materiales con distinto caracter inorganico para el
recubrimiento de implantes dentales.

Estos biomateriales hibridos son obtenidos mediante proceso sol-gel, partiendo de la
combinacién de precursores de silicio con distintos grupos funcionales organicos. Se
producen una serie de reacciones de hidrélisis y condensacion que dan como
resultado una red de silicio (parte inorganica) con los grupos funcionales introducidos
con los precursores (parte organica).

A continuacion, se van a describir tanto los materiales utilizados como el proceso para
obtener los biomateriales objetivo de estudio, se van a explicar los métodos para la
preparacion de muestras y las técnicas necesarias para su analisis, de modo que al
final de este trabajo queden caracterizadas las distintas propiedades fisico-quimicas
de la serie de biomateriales.

2.2 SERIE DE MATERIALES

Los precursores seleccionados para obtener el recubrimiento fueron el metil-
trimetoxisilano (MTMOS, Sigma-Aldrich), el glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS,
Sigma-Aldrich) y el tetraetil-ortosilicato (TEOS, Sigma-Aldrich).

En la figura 8 se muestra la estructura de cada uno de estos compuestos:

(a) (b) (c)
( 5 o
o) 9 |
0 —S|—

Figura 8. Estructura molecular del TEOS (a), MTMOS (b) y GPTMS (c).
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Partiendo como referencia de la composicion 50% MTMOS - 50% GPTMS, se van a
incorporar a este sistema diferentes porcentajes de TEOS manteniendo la proporciéon
MTMOS:GPTMS igual a 1; elaborando asi diferentes composiciones triples con estos
tres precursores.

De esta forma se definen la referencia y los cinco materiales elegidos para el estudio
de la serie, sus composiciones se muestran en la tabla 1:

MTMOS (%) GPTMS (%) TEOS (%)
50M50G 50 50 0
45M45G10T 45 45 10
35M35G30T 35 35 30
25M25G50T 25 25 50
15M15G70T 15 15 70
5M5G90T 5 5 90

Tabla 1. Composiciones objeto de estudio.

Con estos materiales se van a realizar recubrimientos sobre distintos sustratos o se
van a obtener films del material, en funcién de los ensayos a realizar. Los sustratos
utilizados van a ser planchas de acero inoxidable de 50x50x1 mm, portas de vidrio e
implantes dentales GMI modelo Frontier de titanio de grado 4, tipo L8, de 3,73 mm de
diametro que estan pasivados quimicamente y esterilizados por irradiacion gamma y
son proporcionados por la empresa llerimplant S.L..

2.3 PREPARACION DEL SOL-GEL

El protocolo a seguir para obtener los diferentes materiales se basa en la preparaciéon
de una disolucién de los distintos precursores en isopropanol (Sigma-Aldrich) con una
relacion en volumen alcohol:precursor 1:1.

A esta disolucion mantenida en agitacién con un agitador magnético, se le aflade, gota
a gota, la cantidad estequiométrica necesaria de agua para que se produzca la
hidrolisis de los precursores empleados, el agua se afiade acidificada con HNO;
(Panreac) a pH 1 para catalizar la reaccion.

La mezcla se mantiene en agitacion durante una hora. Transcurrido este tiempo, la
agitacion se detiene y se mantiene al material una hora en reposo para que el sistema
se estabilice.

Tanto los tiempos de reaccién como los de reposo han sido fijados en base a estudios
previos [47].

Todo el proceso descrito se realiza bajo unas condiciones de humedad controladas, de
modo que las condiciones de trabajo en el laboratorio son de una humedad del 40% vy
temperatura ambiente.
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El procedimiento explicado se representa en la figura 9:

SINTESIS SOL-GEL

ISOPROPANOL

\ 4
MTMOS + GPTMS + TEOS

Y
AGUA (HNO; pH=1)

h 4

Agitacion 1 hora !

+ .-

Reposo 1 hora [

_________________

GEL

Figura 9. Esquema preparacion sol-gel.

2.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una vez sintetizado el material, éste puede ser empleado para recubrir un determinado
sustrato o para obtener un film libre.

Para obtener una pelicula libre se vierten 4 ml de sol-gel sobre un molde de teflén
antiadherente, obteniendo asi films de bajo espesor, a los que posteriormente se les
aplica el proceso térmico de curado correspondiente.

Para la obtencién de recubrimientos, la superficie de los tornillos de titanio esta
granallada de forma que pueden ser recubiertos directamente.

Sin embargo, la superficie de las planchas de acero inoxidable debe ser preparada. El
pretratamiento superficial consiste en el lijado de la plancha con lija, con un tamafio de
grano de 1200 partl'culas/cmz, en cuatro direcciones distintas. A continuacion las
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planchas se lavan con agua y posteriormente con acetona para eliminar los posibles
restos organicos. Se secan bien y se utilizan inmediatamente.

En la figura 10 se esquematiza el proceso de lijado de las planchas de acero
inoxidable:

I NE

Figura 10. Proceso de lijado de las planchas de acero inoxidable.

Los portas de vidrio también deben ser pretratados; estos se limpian bien en un bafio
de ultrasonidos en una disoluciéon de HNO; al 25% en volumen durante 15 minutos y a
30 W de potencia. A continuacion se lavan con agua destilada y después con acetona
y finalmente se secan en estufa a 100°C.

Excepto con los porta de vidrio, en todos los casos los recubrimientos se han realizado
mediante la técnica del dip-coating, que consiste en la inmersién del sustrato en el sol-
gel controlando la velocidad y el tiempo. Asi, empleando un dip-coater de la marca
KSV Instrument modelo KSVDC se introdujeron los distintos sustratos en el sol-gel
con una velocidad controlada de 60 mm/min para la bajada, se mantuvieron un minuto
sumergidos y finalmente se extrajeron con una velocidad controlada de 100 mm/min
de subida. Este procedimiento se representa en la figura 11:

Bajada: | | Inmersién 1 min Subida:
60.02 mm/min - 100.03 mm/min

Figura 11. Esquema técnica dip-coating.

Los portas de vidrio se recubren mediante la técnica del flow-coating que consiste en
verter el sol-gel sobre la superficie a recubrir de forma continua, estando ésta inclinada
45° respecto a la horizontal.
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TRATAMIENTO TERMICO

Una vez obtenido el biomaterial y preparada la muestra, ya sea en forma de film o de
recubrimiento, este se somete a un tratamiento térmico de curado en estufa con el
objetivo de promover las reacciones de condensacion y la eliminacion de los
disolventes de la red. En base a estudios previos [47-48] se determina que el proceso
Optimo de curado de los materiales es la realizacion de una rampa de temperaturas
constituida por 15 minutos de curado a 50°C, transcurrido este tiempo se aumenta la
temperatura hasta 100°C y se mantiene el material otros 105 minutos.

2.5 TECNICAS EXPERIMENTALES

CARACTERIZACION QUIMICA

Los materiales se caracterizan quimicamente mediante dos técnicas: Resonancia
Magnética Nuclear del atomo de silicio (Si-RMN) en estado soélido y espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR).

Resonancia Magnética Nuclear del atomo de silicio (Si-RMN):

El fendbmeno de la Resonancia Magnética Nuclear se puede observar sélo en
compuesto que contengan elementos con nicleos magnéticamente activos, es decir,
en aquellos cuyo espin nuclear sea diferente a cero. De esta forma la técnica se basa
en someter al material a un campo magnético externo, de modo que algunos ndcleos
atomicos absorben radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencias. La
frecuencia exacta de esta absorcién depende del entorno de estos nucleos, de modo
que permite determinar la estructura de la molécula en la que se encuentran.

Asi, esta técnica permite estudiar la estructura final del material obtenido, ya que al
tratarse de un material vitreo y, por tanto, ser un sdélido amorfo desordenado, no
dispone de cristales adecuados para su estudio por rayos X. Sin embargo, con el Si-
RMN de sodlidos si es posible estudiar la cantidad de enlaces Si-O-Si que se han
formado por condensacion alrededor de cada atomo de Si y, en conclusién, obtener
informacion acerca del grado de entrecruzamiento de la red producida.

Se ha utilizado un espectrometro Bruker 400 Avance Ill WB Plus para realizar los
ensayos. Se realizan dos replicas para cada material.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR):

Esta técnica se basa en el intercambio de energia entre la materia y las diferentes
regiones del espectro electromagnético, asi la absorcion de radiacion que realiza la
materia indica los tipos de enlaces y grupos funcionales que se encuentran presentes
en ella, por tanto la informaciébn que proporciona un espectro de infrarrojo es
caracteristica de cada sustancia.

Se ha realizado un andlisis quimico de los materiales objeto de estudio mediante
espectroscopia IR con ayuda de un accesorio de reflexion atenuada (ATR) con una
resolucion de 4 cm™, 32 de n° Scan, un rango de medida de 600-4000 cm? y a
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temperatura ambiente. El equipo utilizado es un espectrémetro de infrarrojo por
transformada de Fourier Equinox 55. Las medidas se realizan a los distintos materiales
obtenidos en forma de film libre, realizando dos medidas a cada uno de ellos.

CARACTERIZACION TERMICA

La caracterizacion térmica de los materiales se realiza mediante dos técnicas:
Termogravimetria (TGA) y con Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC).

Termogravimetria (TGA):

Esta técnica se basa en la medida de la variacién de la masa de una muestra cuando
es sometida a un ciclo de temperaturas en una atmésfera controlada, aportando
informacion acerca de la estabilidad térmica y de la composicion de los materiales a
estudiar.

Se ha empleado para realizar los ensayos un TG-STDA Mettler Toledo modelo
TGA/SDTA851e/LF/1600, acoplado a un espectrémetro de masas cuadrupolo
PFEIFFER VACCUM modelo THERMOSTAT.

Las medidas se realizan en atmosfera de N, y el ciclo aplicado consta de una isoterma
a 50°C durante 10 minutos y un barrido de 50 a 900 °C a 10 °C/minuto. Las muestras a
medir se obtienen a partir de films libres del material y se realizan dos medidas para
cada uno de ellos.

Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC):

Es una técnica termoanalitica que se utiliza para analizar que le ocurre al material
cuando es calentado y permite estudiar sus transiciones térmicas.

El equipo analiza las diferencias de calor entre la muestra y una referencia, medidas
como una funcion de la temperatura. La técnica se basa en que cuando el material a
estudiar experimenta una transformacion fisica, se requiere que fluya una cantidad
diferente de calor a la muestra que a la referencia para poder mantener ambas a la
misma temperatura; de este modo determinando la diferencia de flujo calorifico el DSC
es capaz de medir la cantidad de calor absorbido o eliminado en estas transiciones,
asi como identificar a que temperaturas se producen. De este modo mediante la
técnica se puede identificar la temperatura de transicion vitrea de los distintos
materiales, asi como temperaturas de cristalizacién y de fusion.

El equipo empleado en la realizacién de estos ensayos es un Differential Scanning
Calorimetry Mod. DSC-7, Perkin Elmer.

El ciclo térmico consta de una isoterma a 45 °C durante 1 minuto, un calentamiento de
45 a 250°C a 10 °C/minuto y finalmente otra isoterma a 250°C durante 1 minuto. Se
emplean cépsulas de 40 pL en las que se introducen masas en torno a 10 mg de
material obtenido en forma de film libre. Se realizan dos medidas a cada material.
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PROPIEDADES SUPERFICIALES

Respecto a las propiedades superficiales de los materiales a estudiar, es importante
caracterizar el grado de hidrofilia de la superficie puesto que esta propiedad tiene gran
influencia en la adhesion celular.

Un modo de determinar ese caracter es mediante la medida del angulo de contacto.
Angulo de contacto:

El equipo Dataphysics OCA 20 (Figura 12) permite determinar el &ngulo de contacto
entre un sélido y un liquido.

Para ello se recubren por dip-coating planchas de acero inoxidable con cada uno de
los distintos materiales, realizando las medidas sobre éstas. Como liquido se utiliza
Agua-W04 y las gotas se forman aplicando un Dossing Rate de 27.5 pL/s y un
volumen de gota de 10 L. Las medidas se realizan con ayuda del software SCA20 a
temperatura ambiente y exactamente 21 segundos después de la deposicion de la
gota sobre el recubrimiento.

Figura 12. Equipo Dataphysics OCA 20.

Se miden dos planchas de cada material, depositando tres lineas de cinco gotas cada
una a diferentes alturas de la plancha, tal como se observa en la figura 13.

-]
© © e ¢ ¢
© © @ ¢ ¢
@ © ¢ ¢ ¢

Figura 13. Disposicion de las gotas en la plancha para la medida del angulo de contacto.
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Se mide tanto el angulo derecho como el izquierdo, de forma que para cada material
se obtienen un total de 60 medidas a las que se les realiza una media. En la figura 14
se muestra el esquema de como se mide el &ngulo de contacto a una gota:

Qizquierbo OlpERECHO

Figura 14. Esquema de la medida del angulo de contacto entre el sustrato y el liquido.

ENSAYOS DE ESTABILIDAD

En este sentido, se realizan ensayos de degradacion hidrolitica que se complementan
con ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica que permiten conocer la
integridad y estabilidad del recubrimiento y, por tanto, la proteccién que ofrece éste al
implante.

Degradacion hidrolitica:

Para determinar cobmo se degrada el material al estar en contacto con agua se realizan
ensayos de degradacion hidrolitica.

Para ello se recubren portas de vidrio con los distintos materiales por flow-coating,
segun se ha explicado anteriormente. Se realizan tres muestras por cada material y
se ponen en contacto con agua destilada en estufa a 37 °C, que corresponde a la
temperatura del cuerpo humano.

Las muestras se extraen a los 7, 14, 28, 42 y 63 dias, secandolas en estufa de vacio y
midiendo la pérdida de masa en cada periodo.

Ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica:

Para medir la capacidad de proteccion frente a la corrosion de los recubrimientos, se
han caracterizado mediante ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS).

Se trata de una técnica no destructiva que consiste en la medida de la respuesta del
sistema ante una sefial sinusoidal de excitacion de potencial eléctrico a diferentes
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frecuencias, que expresada como una funcion de tiempo, se representa mediante la
ecuacion 1:

E(t) = Eq - cos(w- f) (1)

Donde E, es la amplitud en voltios, w la frecuencia radial en rad/s y f es la frecuencia
expresada en hercios (Hz).

Esta perturbacion en el potencial del sistema produce una sefial de salida en forma de
corriente sinusoidal I(t), en esta sefial de respuesta se ha desplazado en fase y tiene
una amplitud distinta.

I(t) =1y -cos(w-f—6) (2
Donde I, es la amplitud en amperios y 6 es la fase en grados [49].

De este modo se define la Impedancia electroquimica (Z) como la relacién entre el
potencial aplicado y la intensidad resultante, este valor representa la resistencia de un
circuito al paso de flujo de una corriente alterna.

_EO® _ M( )
T~ 70 cos(wt-0)

Aplicando la relacion de Euler (4), la impedancia (Z) se representa como un vector
suma de una parte real y otra imaginaria; donde Z' y Z” son la componente real e
imaginaria del vector y 6 el &ngulo de fase.

exp(if) = cosO + isenb (4)
Z =Zy(cosO + jsen®) =Z' +jZ"  (5)

De esta forma, el vector impedancia también puede ser definido mediante un médulo
1Z1'y su direccién (0); con el teorema de Pitdgoras es posible calcular estos parametros
[50]:

1Z| =VZ'* + 22 (6)
6 = arctan (%) )

Estos pardmetros se presentan a partir de los datos experimentales obtenidos
mediante los diagramas de Nyquist y de Bode.

El diagrama de Nyquist muestra la impedancia (Z) en el plano complejo,
representando su parte real (Z’) en el eje de abscisas y su parte imaginaria (Z”) en el
eje de ordenadas para las diferentes frecuencias. De este modo al unir todos los
extremos de los vectores para los diferentes valores de frecuencia se obtiene el
diagrama descrito, como se puede observar en la figura 15.
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Figura 15. Variaciones de la impedancia con la frecuencia. Diagrama Nyquist.

Por otro lado, estos parametros también pueden ser representados mostrando el
modulo 1ZI en escala logaritmica y el angulo de fase (8), ambos en el eje de
ordenadas, y en el eje de abscisas la frecuencia en escala logaritmica: obteniendo asi
el diagrama de Bode. Este diagrama se representa en la figura 16.

IzI(Qcmz) A 4 0O(9

f (Hz)
Figura 16. Diagrama de Bode.

A partir de la informacion obtenida en estos diagramas se deducen mecanismos de
degradacion y corrosion del biomaterial.

Para realizar estos ensayos se recubren planchas de acero inoxidable con los distintos
materiales a estudiar y se ponen en contacto con un electrolito, que consiste en una
disolucién acuosa al 3.5% de NaCl. El &rea en contacto con dicho electrolito se limita
a 3.14 cm? mediante cinta aislante. Las medidas se realizan dentro de una celda de
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Faraday con una celda electrolitica compuesta por de tres electrodos, como se puede
ver en la figura 17.

Figura 17. Ensayo EIS.

= Un electrodo de trabajo (WE) que es el electrodo al que se le aplica el potencial
(V) y consiste en la plancha de acero inoxidable recubierta con el biomaterial.

= Un electrodo de referencia (RE) que consiste en un electrodo de Ag/AgCI.

= Un contraelectrodo (CE) de grafito.

En la figura 18 se muestra el esquema de una celda electrolitica:

/\ Electrodo de referencia
/‘ Contra electrodo

Electrodo de trabajo

y Electrolito

Figura 18. Celda electrolitica.
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El equipo utilizado para realizar la sefial sinusoidal al electrodo de trabajo en la celda
electroquimica es un potenciostato-galvanostato AUTOLAB ECO CHEMIE
PGSTAT30. Las medidas se obtienen aplicando un barrido de frecuencias de 0.1 a
100000 Hz y una amplitud de sefial sinusoidal de £10mV.

De este modo, una vez programado el sistema, se van realizando medidas a
diferentes tiempos (0, 1.5, 3, 4, 6, 8, 10, 24 y 48 h) para ir analizando como se ve
afectado el recubrimiento por estar en contacto con el electrolito; siendo el software del
equipo, denominado Frequency Response Analyzer (FRA), el encargado de aplicar la
sefal sinusoidal y analizar la respuesta en el rango de frecuencias de trabajo. Se
analizan dos replicas por cada material.

La interpretacion del espectro de impedancias se realiza mediante circuitos eléctricos
equivalentes. De esta forma cada proceso se puede representar con un elemento
eléctrico y la combinacién de estos elementos describe el sistema electroquimico y los
procesos que se producen en él. En este punto, es sumamente importante seleccionar
el modelo eléctrico adecuado para que éste represente adecuadamente el sistema
estudiado.

Una vez realizado los ensayos y definido el circuito equivalente que representa al
sistema se procede a la modelizacion de los datos obtenidos para calcular el valor de
los parametros del circuito. Esta modelizacion se realiza mediante el software ZView
con el objetivo de obtener los valores representativos de la resistencia y de la
permeabilidad del recubrimiento [49].

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

En este sentido, se ha realizado, por un lado, ensayos de perfilometria mecanica para
caracterizar la rugosidad de los distintos materiales; por otro lado para verificar el buen
recubrimiento de los implantes dentales se ha recurrido al Microscopio de Barrido
Electrénico (SEM).

Perfilometria mecanica:

La rugosidad del biomaterial es un parametro importante en el anclaje celular, por este
motivo es importante caracterizar esta propiedad. Para ello se utiliza un Perfildbmetro
Mecanico modelo Dektack 6 de la empresa Veeco que permite la caracterizacion del
perfil y de la rugosidad de estas superficies.

Se realizan recubrimientos en placas de acero inoxidable por dip-coating con cada
material y se toman tres medidas de cada uno de ellos, obteniendo tanto el perfil como
los pardmetros de rugosidad.

Microscopia de Barrido Electrénico (SEM):

Esta técnica se basa en la interacciébn de un haz de electrones con el material a
estudiar. El haz realiza un barrido coordinado generando diferentes tipos de sefiales
gue permiten obtener informacion morfolégica de la muestra estudiada. Esto permite
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realizar imagenes de gran resolucién, pudiendo asi examinar detenidamente las
muestras.

Las muestras a estudiar no necesitan ser preparadas puesto que pueden conducir la
electricidad. En el caso de que éstas no fuesen conductoras eléctricas deberian ser
recubiertas con una fina capa de carbono o de algun metal como platino u oro para
convertirlas en conductoras.

Se utiliza un Microscopio de Barrido Electrénico Leica-Zeiss LEO 440 con un cafion de
electrones 1-30 kV, LaB6 i W.

Para llevar a cabo el analisis se recubren tornillos de titanio granallado por dip-coating
con la composicion optima, con el objetivo de verificar que se logra un recubrimiento
adecuado del implante a pesar de la complejidad de forma de éste.
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CAPITULO 3

DISCUSION DE RESULTADOS
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se van a exponer los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
realizados para caracterizar fisico-quimicamente los materiales estudiados. Ademas,
se van a analizar y comentar estos resultados con la finalidad de decidir cual de los
recubrimientos es el mas apropiado para la aplicacién a la que van destinados.

3.1 SINTESIS DE LA SERIE DE RECUBRIMIENTOS SOL-GEL DE BASE

SILICIO CON DISTINTO CARACTER INORGANICO

Dentro del objetivo de estudio de la serie de composiciones basadas en la adicion de
distintos porcentajes de TEOS al sistema de referencia 50% MTMOS-50% GPTMS, se
debia comprobar el grado de compatibilidad de estos precursores y ver la viabilidad de
este tipo de recubrimientos.

Como ya se ha explicado en el capitulo anterior, se van a incorporar a este sistema
diferentes porcentajes de TEOS manteniendo la proporcion MTMOS:GPTMS igual a 1,
elaborando asi diferentes compaosiciones triples con estos tres precursores.

Con este objetivo, se realizaron distintas sintesis aumentando progresivamente el
porcentaje de TEOS, comprobandose que el sistema triple aceptaba cualquier
proporcién y que incluso era viable la realizacion de un recubrimiento 100% TEOS.

Una vez comprobado que la adicion de TEOS permitia la realizacién de recubrimientos
en todo el rango de composiciones, se fijaron un total de cinco porcentajes que
representasen todo este espectro.

De este modo, se definen los materiales 45M:45G:10T, 35M:35G:30T, 25M:25G:50T,
15M:15G:70T y 5M:5G:90T para caracterizar la serie.

Se logr6é sintetizar con éxito los cinco materiales siguiendo la metodologia
anteriormente comentada, obteniendo en todo el rango de composiciones un sol
transparente, incoloro y homogéneo.

Ademas se realizaron distintos tipos de muestras con estos materiales segun las
necesidades de las pruebas a realizar.

Se obtuvieron films libres de los cinco materiales, comprobando que a medida que
aumentaba el porcentaje de TEOS el film era menos flexible y mas quebradizo.

También se lograron realizar recubrimientos con los cinco materiales y la referencia,
obteniendo en todos los casos un recubrimiento homogéneo, transparente, brillante y
bien adherido al sustrato, asi en la figura 19 se muestran planchas de acero inoxidable
perfectamente recubiertas con los distintos materiales.
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Figura 19. Planchas de acero inoxidable recubiertas con sol-gel hibrido (a: referencia;
50M:50G, b: 45M45G10T, c: 35M35G30T, d: 25M25G50T, e: 15M15G70T, f: SM5G90T)

3.2  CARACTERIZACION QUIMICA

3.2.1 RESONANCIA MAGNENICA NUCLEAR DEL ATOMO DE SILICIO (Si-RMN)

La posicion de la sefial de silicio en el dominio del espectro de frecuencias del RMN
refleja el entorno inmediato del ndcleo de silicio, permitiendo asi evaluar el grado de
reticulacion obtenido tras las reacciones de hidrolisis y condensacion del sol-gel.

La sefial de los atomos de silicio unidos a tres oxigenos se codifica con la letra T,
mientras que la sefial de los unidos a cuatro oxigenos se les codifica con la letra Q.
Puesto que las sefiales del GPTMS y del MTMOS se solapan, la letra T simboliza
conjuntamente a los compuestos MTMOS y GPTMS y la letra Q al TEOS.

Por otro lado, a las letras T y Q se les afiade un superindice n, que indica el grado de
condensacién (Q" y T"), por tanto este superindice muestra el nimero de formaciones
siloxano respecto de cada atomo de silicio.

Para las estructuras Q" se espera que la sefial obtenida se encuentre en un rango de
d comprendido entre -80 y -120 ppm, mientras que las estructuras T" se encuentran en
el rango comprendido entre -40 y -80 ppm [47]. Esta informacién se visualiza mejor en
la figura 20.
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-20 -40 -60 -B0 -100 -120 -140
& (ppm)

Figura 20. Desplazamiento quimico de Si en funcién del grado de condensacion.

Ademas dentro de estos rangos, a medida que las especies estén mas condensadas
se obtendra la sefial en un valor mas negativo de .

En la tabla 2 se muestran los valores del desplazamiento quimico a los cuales se
encuentra cada sefial T" y Q™

& (ppm)
T1 TZ T3 QZ Q3 Q4
-52 -60 -70 -100 -114 -118

Tabla 2. Valores de 6 del Si-RMN [47].

En la figura 21 se muestra el Si-RMN de sdlidos del material de referencia 50M:50G:

TZ
T3
Tl
-40 -45 -50 -55 -60 -65 -70 -75 -80
6 (ppm)

Figura 21. Espectro Si-RMN de sélidos del 50M:50G [47].

Se observan sefiales asociadas al entorno del atomo de silicio del tipo T, T? y T?,
segun la tabla que muestra los valores del desplazamiento quimico para cada sefial.
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De este modo, siguiendo las pautas marcadas en el capitulo anterior se preparan los
cinco materiales mediante la técnica sol-gel con una relacion estequimiométrica agua-
precursores 1:1 molar, un pH igual a 1 y un curado en estufa durante el tiempo y
temperatura correspondiente.

En la figura 22 se muestran los resultados obtenidos con los materiales de la serie en
estudio:

Q3
QZ
Q4
5M:5G:90T

15M:15G:70T

25M:25G:50T

35M:35G:30T

T3
Q3
45M:45G:10T Q*
—— W
-20 -40 -60 -80 -100 -120 -140
6 (ppm)

Figura 22. Espectro Si-RMN de soélidos de la serie con distinto caracter inorganico.

Al afiadir TEOS en distintos porcentajes a la composicion de referencia se observan
sefiales asociadas a entornos del atomo de silicio del tipo T T®y Q% Q°y Q*.

En los espectros no aparecen las sefiales del T° y del Q° que representan a los
precursores sin reaccionar, ni las sefiales de T' y Q'; esto muestra que las reacciones
de condensacion se han desarrollado correctamente y que los métodos de obtencién
de los recubrimientos y las condiciones de su curado son adecuados ya que buena
parte de las posiciones alrededor de los atomos de silicio se han condensado en
grupos siloxano Si-O-Si.

A medida que se afiade mas proporcion de TEOS a la composicion se observa como
las sefiales Q" van siendo mas intensas y como las T", caracteristicas del GPTMS y el
MTMOS, se van atenuando debido a que hay menos cantidad de estos precursores
para condensar.

La adicién de un nuevo precursor no impide la condensacion, sino que la favorece. Al
afiadir a la composicion 50M:50G una pequefia cantidad de TEOS, obteniendo la

47



PROYECTO FIN DE MASTER F. JAVIER ROMERO GAVILAN

composicién 45M:45G:10T se observa como la sefial del T* desaparece y aumentan
las del Ty T3, lo que supone una mejora del grado de reticulacién de la red.

Esto se debe a que el TEOS es una molécula pequefia y puede acceder y anclarse
facilmente en las posiciones del atomo de silicio que no reaccionan en la composicion
de referencia.

Sin embargo, al llegar a composiciones con un porcentaje de TEOS importantes
aumenta la dificultad para llegar a estas posiciones libres del GPTMS y del MTMOS,
puesto que la red esta constituida principalmente por cadenas de TEOS. Esto es lo
que explica que a partir de la composicion 25M:25G:50T la sefial de T? sea mas
intensa que la de T° y que a la sefial Q? acabe teniendo mas intensidad que la Q* a
partir de la composicion 15M15G70T.

3.2.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRASFORMADA DE FOURIER
(FT-IR)

Mediante los ensayos de FT-IR se han estudiado las diferencias entre las estructuras
guimicas de la serie en funcién de la cantidad de TEOS afadida a la composicion.

El TEOS hace que la red del sol-gel tenga un caracter mas inorganico; asi, a medida
gue se aumenta su presencia en el material, se estd reduciendo el porcentaje de
materia organica caracteristica del MTMOS y del GPTMS; ademas aumenta la
proporcion de red polisiloxanica (Si-O-Si) respecto a la composicion de referencia
50M:50G, como se ha visto en los ensayos de RMN.

Para llevar a cabo los ensayos, se preparan films libres con los distintos materiales y
se realizan las medidas con ayuda de un ATR.
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En la figura 23 se muestran los espectros obtenidos:

FT-IR
(f)
(e)
\'\M/' o
© (d)
2
8
o
§ (c)
b
: e M (b)
\A’\l/r (a)
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
A (nm)
50M:50G (a) e 45M:45G: 10T (b) e 35M:35G:30T (c)
25M:25G:50T (d) e 15M:15G:70T (e) e 5M:5G:90T (f)

Figura 23. Resultados de la espectroscopia infrarroja (FT-IR) de los materiales 50M50G [47],
45M45G10T, 35M35G30T, 25M25G50T, 15M15G70T, 5M5G90T.

A continuacion, se procede a identificar las sefiales que aparecen en los espectros
obtenidos; asi, este andlisis se muestra en la figura 24.
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Figura 24. Andlisis de la espectroscopia infrarroja (FT-IR) de los materiales 50M50G [47],
45M45G10T, 35M35G30T, 25M25G50T, 15M15G70T, 5M5G90T.

En el espectro obtenido se pueden identificar los diferentes grupos funcionales
presentes en las redes formadas.

Se detecta una region asociada a las vibraciones de la silice estructural alrededor de
700 - 1250 cm™ [51]. En torno a los 1100 y 1010 cm™ aparece la banda de vibracion
caracteristica de la red Si-O-Si, sefiales (a) y (b) respectivamente; la primera de las
bandas representa la red polisiloxanica con una estructura longitudinal (LO), mientras

gque la segunda representa una estructura transversal (TO) [51-53].

A 780 cm™ (sefial c) se observa una banda asociada a la vibracion simétrica de los
atomos de oxigeno del enlace Si-O-Si, que surge por la formacion de red inorganica
[53].

Ademas a una longitud de onda de 890 cm™ (sefial d) aparecen las bandas asociadas
a la vibracion de los grupos terminales Si-OH [51-53].
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Por otro lado, se observan las bandas asociadas a la vibracion de grupos hidroxilos
entre 3200 — 3500 cm™. De esta forma se observa que en torno a 3350 cm™ (sefial e)
aparece una banda ancha correspondiente a los grupos OH que no han condensado
en el curado [51].

Los materiales con sefiales (d) y (e) mas intensas tendran mayor numero de grupos
hidroxilo. Estos son los materiales con un 10% y un 30% de TEOS.

A longitudes de onda de 1630 cm™ se encuentra la sefial (f), consecuencia de la
vibracién de moléculas de agua en la red [51-52].

También se identifican las bandas producidas como consecuencia de la materia
orgéanica introducida en la red con los precursores MTMOS y GPTMS.

De esta forma en la sefial (g), entre 2870 y 2950 cm™ [51, 54], se encuentra la banda
detectada como consecuencia de las vibraciones producidas por los enlace C-H.

Por otro lado, a una longitud de onda de 1265 cm™ se detecta la sefial (h)
caracteristica de los enlaces Si-C presentes en los precursores GPTMS y MTMOS
[51].

Ademas se detectan sefiales mas pequefias como la (i) a 820 cm-*, que se identifica
con el enlace C-C del GPTMS [51]. Y a 1200 cm™ se identifica la sefial caracteristica
del anillo epoxi (j) [47].

Se reconoce otra sefial, k, a una longitud de onda de 1450 cm™, esta banda se
corresponde a las vibraciones producidas por los enlaces O-C-H [51].

Estas sefiales son mas intensas en aquellos materiales con menor proporcion de
TEOS.

En conclusion, el FT-IR indica que se ha formado red Si-O-Si, por tanto, las reacciones
de condensaciéon se han desarrollado correctamente, puesto que se ha logrado
obtener una red con la reticulacion deseada; demostrando que el proceso de
obtencién de los recubrimientos es adecuado para todos los materiales. Ademas, se
ha demostrado la presencia de moléculas organicas en la red introducidas con los
precursores GPTMS y MTMOS, por lo que durante el procesado de los materiales se
ha logrado incorporar estas moléculas bioactivas a la estructura, manteniendo la
integridad de estos grupos funcionales.
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3.3 CARACTHRIZACION TERMICH

3.3.1 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

En el andlisis termodyavirnétrico se somete al material a un tratamiénto térmico
detectando las variaciofes ce peso que se pioducen en la muestyz

la derivada de la
15G70T y 5M5G90T.

En la figura 25 se mueskan)las curvas de perdida de pesg
pérdida de peso (dTG)\ para\ los materiales 25M25G50%
Quleda pendiente la realizacion de los ensayos, con 5
refergncia, no ha sido positjle\incluirlos en este ‘raddajoPara la /fecha de entrega por
problemyas técnicos con el eqyifpo en Servicios Cef
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Figura 25. Cu/vas e TGA,.

Al analizar las curvas obtenidas, se obgerva qui la péidijla de peso total\de \estos
materiales se encuentra comprendida entre valores del 20y el 30 %. Este valdr de
pérdida de peso disminuye a medida/ que aumenta el pofgentaje de TEOS el la
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composicion, al igual que el valor de dTG maximo; esto se debe a que a medida que
aumenta la cantidad de TEOS el material es mas inorganico.

En la tabla 3 se muestran las pérdidas de peso finales de los materiales estudiados:

Materiales Pérdida de peso (%)

25M25G50T 33
15M15G70T 27
5M5G90T 20

Tabla 3. Pérdida de peso final.

Los valores de residuo son elevados puesto que en el ensayo no se alcanzan
temperaturas suficientes como para degradar la red inorganica Si-O-Si, de caracter y
comportamiento correspondiente a material ceramico.

En las curvas obtenidas se detectan diferentes procesos:

- Atemperaturas alrededor de 100°C se observa un proceso de pérdida de peso
que podria deberse a la eliminacion del agua libre y del ispropanol que ha
podido quedar en la red tras el proceso de curado.

- A temperaturas comprendidas entre 150 y 200°C se observa otra etapa de
pérdida de peso que podria deberse a la eliminacién grupos OH sin condensar
en el material. Esto estaria relacionado con reacciones de curado que se llevan
a cabo con los grupos silanoles no condensados que quedan en el material.
Estas reacciones dan como producto agua que se eliminaria y seria la
responsable de la pérdida de peso detectada.

- Atemperaturas entre 350 y 550 °C se produce un proceso de degradacion que
podria deberse a la eliminacién de la materia organica presente en el material.

3.3.2 CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

Para estudiar las transiciones térmicas experimentadas por las diferentes
composiciones al ser sometidas a temperatura, se recurre a ensayos de calorimetria
de barrido diferencial (D SC).

Asi, en la figura 26 se muestran las curvas obtenidas tras la realizacion de un ciclo de
temperaturas de 45 a 250°C con una velocidad de calentamiento de 10 C%min. La
medida del material de referencia se realiza en un intervalo mas amplio, de 45 a
300°C y a la misma velocidad de calentamiento.
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Figura 26. Curvas de DSC.

Como se puede observar en las curvas, en éstas se produce un cambio de altura
debido a que al alcanzar una determinada temperatura se produce un aumento en la
movilidad estructural de la red vitrea del material.

Ademas se observa que esta transicion se solapa con un envejecimiento del sol-gel
gue podria deberse a un proceso de estructuracion de la red, este proceso de
envejecimiento se intensifica al aumentar el contenido en TEOS por ser el componente
estructural mas simple de los que componen el material.

Ademas se observa que la Tg caracteristica de estos materiales se desplaza a
temperaturas mas bajas a medida que se aumenta la proporcion de TEOS en la
estructura.

En la figura 27 se muestran los valores de Tg y de ACp obtenidos a partir de las
curvas anteriores:
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Figura 27. TG de la serie de materiales estudiados.

Como se puede observar en la imagen anterior, el valor de Tg disminuye a medida que
se aumenta la proporciéon de TEOS en la composicion del material, esto se debe a que
al aumentar el contenido de este precursor, que es estructuralmente mas simple, la
red se basa en cadenas més cortas y estructuras méas sencillas, lo que favorece la
dinAmica molecular, requiriendo menores niveles de energia para iniciar la movilidad
molecular.

Respecto al valor de ACp se observan dos comportamientos diferentes. Al afladir una
pequefia proporcion de TEOS, es decir, al pasar de la referencia 50M:50G a la
composicion 45M:45G:10T se detecta una disminucion del valor de este parametro.
Sin embargo, al afiadir una mayor proporcién de TEOS su valor aumenta.

La explicacién a este fendmeno podria deberse a que la presencia de TEOS podria
favorecer la apertura del anillo epoxi del GPTMS, tal como mas adelante se vera en
los resultados del angulo de contacto, lo que provocaria una disminucion de la
movilidad de la red y, consecuentemente, de su capacidad de almacenar energia,
explicando asi el comportamiento del sistema a bajos porcentajes de TEOS. Por otro
lado, al afadir a la red mas cantidad de TEOS debido a su simplicidad aumenta la
movilidad estructural del material, la red se basa en cadenas mas cortas y mas
simples que hacen que haya una mayor dinamica molecular y por tanto una mayor
capacidad de almacenar energia, provocando un aumento en el valor de ACp; a la par
gue disminuye la presencia de los otros precursores, con sus funcionalidades quimicas
caracteristicas, como el anillo epoxi.
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3.4 PROPIEDADES SUPERFICIALES: ANGULO DE CONTACTO

Para determinar y comparar el grado de hidrofilia de los distintos recubrimientos se
recurre a la medida del angulo de contacto.

De la bibliografia se obtiene que el valor del &ngulo de contacto para el material de
referencia es de 66,9 + 2,0° [47]. A este material se le va a incorporar un nuevo
precursor y se va a aumentar progresivamente su contenido en la red.

Los resultados obtenidos con el resto de materiales de muestran en la tabla 4 y a
continuacion se representan (figura 28) para poder visualizar mejor las diferencia
encontradas:

Recubrimiento Angulo de contacto (2)
50MTMOS:50GPTMS 66.9+2.0
45MTMOS:45GPTMS:10TEOS 61.0+1.2
35MTMOS:35GPTMS:30TEOS 60.6 + 1.0
25MTMOS:25GPTMS:50TEQS 63.5+0.7
15MTMOS:15GPTMS:70TEOS 70.2 £ 0.8
5MTMOS:5GPTMS:90TEOS 70.4+£0.7

Tabla 4. Datos del &ngulo de contacto de la serie de materiales.

ANGULO DE CONTACTO

72
70 | I
68
66
64
62
60
58
56
54
52

—_

—

—
—

Figura 28. Evolucion del grado de hidrofilia de la serie de materiales.
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En un principio cabria esperar que al afiadir TEOS y aumentar el caracter inorganico
de la red el angulo de contacto disminuya mostrando un caracter mas hidréfilo, puesto
gue el GPTMS y el MTMOS poseen en su estructura moléculas orgénicas hidrofobas.
Sin embargo, como se puede observar en la figura 28 ocurre lo contrario.

Se detectan dos tendencias diferentes, en primer lugar al incorporar en la estructura
del 50M:50G el nuevo precursor, en proporciones moderadas, el angulo de contacto
disminuye, es decir, el material se vuelve mas hidrdfilo; reduciéndose desde un valor
de 66,9 = 2,0°, correspondiente al material de referencia, hasta el valor minimo de 60,6
+ 1,0° correspondiente a la composicion 35M:35G:30T.

En segundo lugar, a partir de este valor minimo al aumentar el contenido en TEOS el
angulo de contacto aumenta, siguiendo una tendencia contraria a lo esperado y
alcanzando un valor de 70,4 + 0,7° para la composicion 5M:5G:90T; este valor supone
que este material es incluso mas hidréfobo que el material de referencia 50M:50G, a
pesar de ser mucho mas inorganico.

La explicacion a este fendmeno se puede deber a que el anillo epoxi del GPTMS se
abre en la red durante el proceso de formacion del sol-gel, lo que supone un aumento
de grupos silanoles en la estructura. La presencia de estos grupos OH hace que con el
precursor GPTMS se puedan obtener recubrimientos hidréfilos, a pesar de que dicho
precursor tiene un comportamiento hidr6fobo cuando el anillo no se abre [47].

Ademas, se detecta que la presencia del precursor TEOS favorece este fendmeno de
apertura del anillo epoxi; por este motivo al afladir pequefias proporciones de TEOS a
la composicion se logra un recubrimiento mas hidrofilo aun. Sin embargo, si se afiade
una proporcién mayor al 30% de TEOS, la reduccién del contenido de GPTMS en la
composicion supone una reduccion de la cantidad de grupos OH formados a partir de
la apertura del anillo epoxi, de modo que el efecto del aumento del caracter inorganico
de la estructura no compensa esta perdida y el recubrimiento se vuelve menos
hidréfilo, como indica el aumento del angulo de contacto obtenido en los ensayos.

Para la aplicacién a la que van destinados estos recubrimientos, los estudios revelan
gue las superficies hidréfilas parecen ser mas deseables que las hidr6fobas, puesto
que favorecen las interacciones con fluidos biolégicos, células y tejidos [5]. Esto se
traduce en que para cumplir el objetivo planteado en este estudio y, de este modo,
favorecer el proceso de osteointegracion, se requiere que el recubrimiento tenga unas
propiedades superficiales con caracter de tipo hidréfilo. Por tanto, desde el punto de
vista de estos ensayos, los angulos de contacto revelan que el material de la serie mas
adecuado seria el 35M35G30T.
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3.5 ENSAYOS DE ESTABILIDAD

3.5.1 DEGRADACION HIDROLITICA

Este ensayo se realiza con el objetivo de estudiar como evoluciona el comportamiento
del recubrimiento en lo referente a su degradacion al estar en contacto con agua, a
medida que se aumenta su caracter inorganico.

En la figura 29 se muestran los resultados obtenidos, incluyendo la curva de
degradacién del material de referencia 50M:50G obtenida en la bibliografia [47]:

50 -

% pérdidas peso

O T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (dias)
—@—A45M:45G:10T ——35M:35G:30T 25M:25G:50T
—a—15M:15G:70T ——5M:5G:90T —o—50M:50G

Figura 29. Degradacion hidrolitica por pérdida de peso a 37°C.

Se observa que en todos los casos los materiales se degradan pudiendo inferir que
esta degradacion conlleva una liberacion de silicio en el sistema, sin embargo, en
funcion de la composicion esta degradacion tiene una cinética diferente. Esta
liberacion de silicio tiene propiedades osteoinductoras [46-47].
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La degradacion del sol-gel se basa en la siguiente reaccién [55]:
Si0,(s) + 2H,0(1) = Si(0OH),(aq)

Al analizar los resultados obtenidos se determinan dos comportamientos. Al afiadir
pequefias cantidades de TEOS a la red vitrea la estructura es mas compacta, como se
ha concluido a partir de los ensayos de Si-RMN de soélidos. Esto hace que la cinética
de degradacion sea mas lenta que la de la referencia, siendo el 35M35G30T el que
mejor comportamiento presenta.

Al afiadir cantidades mayores de TEOS la estructura se simplifica y se vuelve mas
débil, de forma que las composiciones 25M:25G:50T, 15M:15G:70T y 5M:5G:90T
presentan una mayor cinética de degradacion; alcanzando valores de pérdida de peso
entorno al 50% tras 62 dias en contacto con agua.

Se requiere una cinética de degradaciéon lenta para que el recubrimiento proteja el
implante durante los primero estadios del proceso de osteointegracion, ya que la
liberacion de iones metalicos podria interferir negativamente en éste.

Como consecuencia de las limitaciones de la técnica empleada, los valores
experimentales muestran dispersiones importantes y no es posible determinar con
precision la influencia del contenido en TEOS en la cinética de degradacion, mas alla
de las tendencias apuntadas.

Ademas se observa que la pérdida de masa del recubrimiento de referencia 50M:50G
disminuye a partir del dia 28, esto se debe a que la muestra no se ha debido secar
bien por la acumulacion de muestras en la estufa y esto ha dado como resultado un
aumento de la masa en la muestra.

59



PROYECTO FIN DE MASTER F. JAVIER ROMERO GAVILAN

3.5.2 ENSAYOS DE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

Para la realizacibn de estos ensayos se recubren planchas de acero inoxidable
mediante la técnica del dip-coating con los materiales 50M:50G, 45M:45G:10T,
35M:35G:30T, 25M:25G:50T, 15M:15G:70T y 5M:5G:90T.

Estos recubrimientos son puestos en contacto con un electrolito de NaCl al 1% durante
48 horas, manteniendo el area de contacto a 3,14 cm?, de modo que los ensayos se
basan en la medida de la respuesta del sistema ante una sefal sinusoidal a
diferentes frecuencias.

Los resultados obtenidos en los ensayos de degradacion hidrolitica demuestran que
los recubrimientos se degradan en mayor o menor medida en funcién del porcentaje
de TEOS afiadido a su composicion.

Mediante estos ensayos se va a evaluar la capacidad de proteccion de los
recubrimientos, mediante el analisis de dos parametros: su resistencia al electrolito y
su permeabilidad.

Resulta importante evaluar la capacidad de proteccion que ofrecen los recubrimientos
al metal, porque esta es necesaria para evitar la liberacion de iones metélicos que
pudiesen afectar negativamente al proceso de osteointegracion, sobre todo en su
primera etapa [2].

Los datos obtenidos en los ensayos son analizados mediante la realizaciéon de dos
diagramas distintos.

Por un lado el diagrama de Nyquist muestra la impedancia (Z) en el plano complejo,
representando su parte real (Z’) en el eje de abscisas y su parte imaginaria (Z”) en el
eje de ordenadas para las diferentes frecuencias. Como se realizan varias medias a
diferentes tiempos comprendidos de 0 a 48 horas, es posible visualizar como
evoluciona la impedancia con el tiempo.

Por otro lado, los datos pueden ser representados mediante el diagrama de Bode
mostrando el médulo 1ZI en escala logaritmica y el angulo de fase (8), ambos en el eje
de ordenadas, y en el eje de abscisas la frecuencia en escala logaritmica. Al igual que
ocurria con el diagrama anterior, al realizar varias medidas en el tiempo es posible
observar como evolucionan estos parametros con el tiempo.

En primer lugar en las figuras 30 a 41 se muestran los diagramas de Bode y de
Nyquist obtenidos para cada material.
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Figura 30. Diagrama de Nyquist de la composicion de referencia 50M50G para diferentes
tiempos [47].
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Figura 31. Diagrama Bode de la composicion de referencia 50M50G para diferentes tiempos

[47].
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Figura 32. Diagrama de Nyquist de la composicion 45M45G10T para diferentes tiempos.
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Figura 33. Diagrama Bode de la composicion de referencia 45M45G10T para diferentes

tiempos.
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Figura 34. Diagrama de Nyquist de la composicion 35M35G30T para diferentes tiempos.
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Figura 35. Diagrama Bode de la composicion de referencia 35M35G30T para diferentes
tiempos.
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Figura 36. Diagrama de Nyquist de la composicién 25M25G50T para diferentes tiempos.
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Figura 37. Diagrama Bode de la composicion de referencia 25M25G50T para diferentes
tiempos.
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Figura 38. Diagrama de Nyquist de la composicion 15M15G70T para diferentes tiempos.

0()

1,0E+06 80
3
70
1,0E+05 -
60
1,0E+04 -
50
N 1,0E+03 - 40
30
1,0E+02 -
20
1,0E+01 -
10
1,0E+00 T T T T T T O
1,0e-02 1,0e-01 1,0e+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04 1,0E+05
f (Hz)
= |ZI - Oh == |ZI - 1.50h = |ZI - 3h =t |ZI - 4h — |ZI - 6h ——s— |Z| - 8h
== |ZI - 10h 121 - 24h = |ZI - 48h —=a— Fase - Oh —w— Fase - 1.50h —— Fase - 3h
Fase - 4h ——Fase - 6h —=—— Fase - 8h —#— Fase - 10h  ———Fase -24h Fase -48h

Figura 39. Diagrama Bode de la composicién de referencia 15M15G70T para diferentes

tiempos.
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Figura 40. Diagrama de Nyquist de la composicion 5M5G90T para diferentes tiempos.
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Figura 41. Diagrama Bode de la composicion de referencia 5M5G90T para diferentes tiempos.
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Al analizar los diagramas de Nyquist obtenidos se observa que en todos los materiales
la impedancia disminuye con el tiempo de exposicidbn del recubrimiento con el
electrolito.

Del mismo modo, en los diagramas de Bode se observa como el médulo de la
impedancia disminuye con el tiempo.

Esto muestra que la resistencia que ofrecen los recubrimientos disminuye con el
tiempo de contacto con el electrolito, por tanto pierden capacidad de proteccion frente
a la corrosion. Esto se debe a que el recubrimiento se degrada con el tiempo al estar
en contacto con agua, tal como se ha observado en los ensayos de degradacion
hidrolitica.

Al visualizar los diagramas de todos los materiales, se comprueba que todos tienen
una forma similar a pesar de haber introducido TEOS en la red en diferentes
proporciones.

Sin embargo, aunque en lineas generales se detecta que los valores de la impedancia
disminuyen al aumentar el contenido de TEOS en la red, no se ve muy claro; por ese
motivo se modelizan los resultados.

Observando el diagrama de Bode, se pueden deducir las constantes de tiempo que
intervienen en el proceso en funcion de las pendientes de la representacion del
médulo de la impedancia frente a la frecuencia. Se determina que tanto para la
composicion de referencia 50M:50G como para las composiciones triples en las que
se ha incluido el TEOS como precursor la respuesta de la impedancia muestra tres
procesos diferentes con sus tres constantes de tiempo correspondientes.

Estas constantes se pueden visualizar también en el diagrama de Nyquist, el primer
semicirculo representa la envolvente de dos semicirculos mas pequefios consecuencia
de las dos primeras constantes. El resto del diagrama representa el inicio de un
semicirculo mucho mas grande debido a la tercera constante, este semicirculo no esta
definido completamente en el intervalo de frecuencias de trabajo porque los
fend6menos que representa necesitan tiempos mas grandes.

La primera de estas constantes aparece a altas frecuencias y representa propiedades
dieléctricas del recubrimiento, la segunda constante que se encuentra en un rango de
frecuencias medias representa las propiedades de los productos de reaccion en la
interfase recubrimiento-metal y la tercera constante que aparece a frecuencias bajas
representa las propiedades de la interfase entre el metal y el resto del sistema.

Partiendo de esta informacion, se procede a modelizar con ayuda del Zview los datos
obtenidos en los ensayos mediante el circuito equivalente mostrado en la figura 42.
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Rs Ccoat
~

Roxid

Figura 42. Circuito equivalente con tres constantes de tiempo.

Donde por un lado Rs hace referencia a la resistencia del electrolito de NaCl. Por otro
lado, Ccoat y Rcoat son parametros caracteristicos del recubrimiento y representan su
capacitancia y su resistencia respectivamente. Los parametros Coxid y Roxid hacen
referencia a la capacitancia de la capa de 6xido y a su resistencia, es decir, aportan
informacion acerca de los productos de corrosion formados en la interfase. Respecto a
los parametros de la tercera constante de tiempo, Cdl simboliza la capacidad de la
doble fase, mientras que Rp representa la resistencia a la polarizacion; ambos son
caracteristicos de la interfase en el metal.

A continuacion, en la figura 43, se muestran los resultados obtenidos en la
modelizacién, representandose los parametros correspondientes del recubrimiento,
Rcoat y Ccoat:
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=¢—15M:15G:70T === 5M:5G:90T 50M:50G

Figura 43. Datos de Rcoat de la modelizacion con tres constantes de tiempo de la serie de
materiales.
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El valor de Rcoat representa la resistencia de poro del recubrimiento sol-gel, de modo
que al observar su evolucién con el tiempo de exposicion al electrolito el parametro
esta indicando como cambia su resistencia, su capacidad de evitar la formacién de
poros a su través, y por tanto su capacidad de proteccién al implante.

Como se puede observar en el grafico anterior, en todos los casos el valor de Rcoat
disminuye con el tiempo de ensayo, con mayor pendiente a tiempos cortos; para
tiempos mayores aunque la tendencia sigue siendo negativa su pendiente se reduce
mucho, manteniéndose el valor de Rcoat practicamente constante.

Asi el material de referencia 50M50G muestra una Rcoat de 57798 Q-cm? a tiempo 0
horas, mientras que tras un tiempo de 48 horas en contacto con el electrolito este valor
disminuye hasta los 12960 Q-cm?.

Al introducir TEOS al sistema, la composicién 45M45G10T muestra un valor de Rcoat
a tiempo 0 horas de 559,2 Q-cm?y tras las 48 horas de ensayo este valor es de 282,7
Q-cm?. Afadir un 10% de TEOS a la composicion supone reducir el valor de Rcoat
varios ordenes de magnitud.

Se detecta que, a medida que aumenta la cantidad de TEOS en la red, la resistencia al
poro del recubrimiento se reduce. Se ve como los materiales 35M35G30T,
25M25G50T y 15M15G70T que muestran un comportamiento similar, poseen valores
de Rcoat inferiores al obtenido en el material 45M45G10T.

Al aumentar la proporcion de TEOS hasta porcentajes del 90% el Rcoat se reduce
todavia mas que en las formulaciones anteriores.

En algunas de las curvas se observa que el valor de Rcoat aumenta con el tiempo,
esto se debe a que se producen deposiciones que taponan los poros del
recubrimiento.
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Figura 44. Datos de Ccoat de la modelizacion con tres constantes de tiempo de la serie de
materiales.

El parametro Ccoat representa la capacitancia del recubrimiento, es decir, la facilidad
con la que el agua es capaz de penetrar a su través.

Como se puede observar en la figura 44, en todos los casos el valor de Ccoat aumenta
a medida que aumenta el tiempo de contacto entre recubrimiento y el electrolito. Esto
se debe a que a medida que pasa el tiempo, la red de sol-gel se va degradando, su
integridad disminuye y en consecuencia, resulta mas facil la entrada de agua.

Adicionalmente, los datos obtenidos sefialan que a medida que aumenta la cantidad
de TEOS en la red la capacitancia del recubrimiento, Ccoat, aumenta. Por tanto, la
presencia de TEOS reduce la estabilidad del material como recubrimiento, tal y como
se ha constatado con los dos parametros de la modelizacién.

Tras realizar los ensayos, se retira el electrolito y las muestras se secan con un
secador para observar en qué estado se encuentran los recubrimientos.
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En la figura 45 se puede observar el aspecto del sol-gel tras estar expuesto 48 horas a
la disolucion de NaCl:

Figura 45. Planchas de acero inoxidable recubiertas con sol-gel hibrido tras 48 horas de
exposicién en electrolito de NaCl al 1% (a: 45M45G10T, b: 35M35G30T, c: 25M25G50T, d:
15M15G70T, e: 5M5G90T)

Al igual que ocurria en las degradaciones hidroliticas, se observa como el
recubrimiento esta mas deteriorado a medida que se aumenta la proporcion de TEOS
en la composicién del biomaterial. El sol-gel menos degradado es la composicion
45M45G10T; al aumentar el contenido en TEOS aumenta la degradacion, hasta llegar
a porcentajes del 70 y 90% en TEOS para los que, como se puede ver en la imagen,
apenas queda recubrimiento
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3.6 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

3.6.1 PERFILOMETRIA MECANICA

Mediante esta técnica se pueden obtener los perfiles bidimensionales de los
recubrimientos realizados con los distintos materiales que componen la serie, asi
como calcular parametros de rugosidad.

Estos ensayos se realizan puesto que la rugosidad es un parametro critico en el
proceso de adhesion celular, por lo que es clave para la osteointegracion del implante.

En la figura 46 se representan el perfil del material de referencia 50M:50G junto a los
perfiles obtenidos con el resto de materiales de la serie.

\r“vr\‘\f\" = V"\“v V“PQW&“'"“WC‘V‘&"‘“

(c)
[ vceme b J N e e e ] e —VAM
(b)
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Figura 46. Perfiles topogréficos de los recubrimientos sobre planchas de acero inoxidable
obtenidos con los biomateriales obtenidos por sol-ge (a: 50M50G, b: 45M45G10T, c:
35M35G30T, d: 25M25G50T, e: 15M15G70T, f: 5SM5G90T)

Ademas, mediante el software del equipo se obtiene el valor de Ra, un parametro que
cuantifica la rugosidad de la superficie. A continuacion, en la tabla 5, se muestran los
datos obtenidos y se representan graficamente en la figura 47, para visualizar mejor la
evolucion de esta propiedad en funcién de la composicion del material.
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Material Ra (A)

50M50G 288.7+73.1
45M45G10T 659.5 + 50.2
35M35G30T 788.5+3.5
25M25G50T 646.3+33.3
15M15G70T 496.7 £ 26.8

5M5G90T 475.7 £ 81.7

Tabla 5. Datos de rugosidad obtenidos mediante perfilometria mecéanica.

Perfilometria
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Ra (A)
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300,0
200,0
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Figura 47. Representacion grafica de Ra.

Como se puede observar tanto en la tabla como en el gréfico anterior, se parte de un
valor de Ra para el material de referencia 50M50G de 288.7 + 73.1 A. Al introducir en
la estructura el nuevo precursor se observa que el valor de Ra aumenta hasta alcanzar
un maximo de 788.5 + 3.5 A para la composicién 35M35G30T. Sin embargo, a partir
de este porcentaje de TEOS el perfil de rugosidad disminuye obteniendo valores de
475.7 + 81.7 A para la composicién 5M4G90T.

La bibliografia indica que la rugosidad es otro de los parametros clave en el anclaje
celular, que es fundamental para que el proceso de osteointegracion se desarrolle con
éxito [15, 18]. Por esta razon es deseable que el recubrimiento elegido posea un valor
adecuado de esta variable.

En este sentido, el material que muestra un valor mas elevado de Ra y por tanto el que
posee una mayor rugosidad es el 35M35G30T.
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3.6.2 MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM)

Tras analizar los ensayos anteriores y teniendo en cuenta la influencia de las
propiedades superficiales del implante en el proceso de osteointegracion; se
selecciona como proporcion de TEOS 6ptima la adicion de un 30% a la composiciéon
del biomaterial. Esto se debe a que los recubrimientos realizados con el material
35M35G30T son los que han mostrado un mayor caracter hidrofilico y una mayor
rugosidad, manteniendo un comportamiento no demasiado asimilar al resto de
formulaciones, respecto del resto de caracteristicas evaluadas.

En las degradaciones hidroliticas era el material que menos se degradaba y en los
ensayos electroquimicos, aunque las diferencias entre materiales en la mayoria de los
casos no eran muy significativas; éste presenta un comportamiento resistivo
adecuado.

Una vez seleccionado el biomaterial con mejores cualidades para la aplicacion a la
gque va a ir destinado, se recubre mediante la técnica del dip-coating un implante de
titanio real y se analiza mediante microscopia de barrido electrénico (SEM) obteniendo
las siguientes iméagenes.

En primer lugar se muestran en las figuras de la 48 a la 51 las imagenes obtenidas con
un tornillo patrén sin recubrir:

EHT-20.08 kU WD= 25 nn Mag= 15 X
2eeun |- Photo No.=6 Detector= QBSD

Figura 48. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado superficialmente (Vista
general).
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EHT=20.60 kV “WD= 27 mn Mag= 25 X
100un  — Photo No.=7 Detector= QBSD

Figura 49. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado superficialmente (Valles
y las crestas del implante).

) mnn Hag= 75X
Photo No.= Detector= QBSD

Figura 50. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado superficialmente (Valle
2).
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EHT=20.80 kU 27 mn " Ma

a ) X
100)N  fed Photo No.=9 Detector

= QBSD

Figura 51. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado superficialmente (Valle
3).

A continuacién se muestran en las figuras de la 52 a la 55 las imagenes obtenidas con
el tornillo recubierto con el material 35M35G30T:

EHT=26.80 kV = 27 mn
200un = Photo No.=3"

Figura 52. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado con un recubrimiento
hibrido sol-gel de composicién 35M35G30T (Vista general).
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20 .88 kU 27 nn

200|N  fr— Photo No.=38

Figura 53. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado con un recubrimiento
hibrido sol-gel de composicion 35M35G30T (Valles y crestas).

b
EHT=20 .98 KV

100UN  j—

Figura 54. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado con un recubrimiento
hibrido sol-gel de composicion 35M35G30T (Valle 2).
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' %'\*:‘ LN
EHT=20.080 kV WD= 27 nn G
100N p— Photo No.=40 Detector= QBSD

Figura 55. Imagen de SEM de un implante dental de titanio granallado con un recubrimiento
hibrido sol-gel de composicion 35M35G30T (Valle 3).

Mediante las imagenes de SEM, se puede observar en la muestra patron la superficie
rugosa del titanio como consecuencia del tratamiento de granallado.

Al comparar las fotografias obtenidas con el implante de titanio sin recubrir y las los
implante recubiertos con el material escogido, se comprueba que a pesar de la
compleja forma del implante, este esta perfectamente recubierto por el sol-gel.

Ademas, se detecta que en los valles la acumulacion de recubrimiento es mayor,
mientras que en las crestas de los tornillos la capa de biomaterial es mas delgada y se
observa como se sigue marcando el granallado del sustrato.)
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

80



PROYECTO FIN DE MASTER

F. JAVIER ROMERO GAVILAN

81



PROYECTO FIN DE MASTER F. JAVIER ROMERO GAVILAN

4. CONCLUSIONES

Uno de los objetivos del proyecto era estudiar hasta qué punto la red hibrida de
composicion 50M50G admitia la adicion de un nuevo precursor, el TEOS;
manteniendo en todo momento constante la proporcion MTMOS:GPTMS a 1:1, al igual
que en el material de referencia.

Se ha comprobado que el sistema admite sin problemas cualquier proporcion de este
nuevo precursor y que en todos los casos se logra obtener recubrimientos
homogéneos y bien adheridos.

De esta forma, se han definido cinco composiciones para estudiar la serie con el
objetivo de analizar cdmo se veia afectado este sistema a medida que se aumentaba
su caracter inorganico mediante el TEOS.

Los materiales definidos fueron la serie de composiciones 45M:45G:10T,
35M:35G:30T, 25M:25G:50, 15M:15G:70T y 5M: 5G:90T.

Estos materiales fueron sintetizados sin problemas y, posteriormente, fueron
analizados mediante distintas técnicas experimentales junto a la referencia,
comparando los resultados obtenidos.

De este modo, se caracteriz6 quimicamente la serie de materiales concluyendo a partir
de los resultados obtenidos con el Si-RMN de sdlidos y con el FT-IR que, en todos los
casos, las reacciones de condensacion se desarrollaban adecuadamente y se obtenia
una red reticulada; demostrando asi que los procedimientos de sintesis y preparacion
de las muestras eran adecuados.

Ademas se comprob6 mediante los espectros del FT-IR que las moléculas bioactivas
de las estructuras moleculares del GPTMS y del MTMOS introducidas a la red vitrea
con estos precursores se habian integrado en la estructura ceramica.

Al comparar los resultados entre materiales se dedujo que la adicion de pequefios
porcentajes de TEOS al sistema de referencia mejoraba el entrecruzamiento, puesto
que el TEOS es una molécula sencilla que puede acceder a las posiciones que
guedaban sin condensar en este sistema.

Respecto a la degradacion térmica, los TGA determinan que a medida que se
aumenta el porcentaje de TEOS, el material es mas inorganico y consecuentemente
las pérdidas de peso a las temperaturas del analisis son menores.

Por otro lado, los resultados de los ensayos de DSC muestran que los materiales
presentan un proceso de transicion vitrea en el intervalo de temperaturas estudiado,
el valor de esta Tg disminuye a medida que se adiciona mas TEOS a la composicion,
ya que, este compuesto es estructuralmente mas simple, la red que se forma tiene
cadenas mas cortas y estructuras mas sencillas que requieren menos energia para
iniciar la movilidad. Esto se traduce en un aumento de ACp en el sistema a medida
gque aumenta el porcentaje de TEOS; sin embargo, el grado de movilidad que se
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puede desarrollar también se ve afectado por la apertura del anillo epoxi, fendbmeno
que se ve favorecido por la presencia de TEOS, de forma que a adiciones de
pequefios porcentajes se invierte el comportamiento y el ACp aumenta al afadir el
contenido de este precursor.

La hidrofilia de los materiales se estudio mediante la medida del &ngulo de contacto. Al
analizar los resultados se detecta un maximo caracter hidrofilico en la composicién
35M:35G:30T. Afadiendo TEOS a la red de referencia 50M:50G en pequefias
proporciones el angulo de contacto disminuye porque el material se vuelve mas
hidrdéfilo; alcanzando un tope de comportamiento en la composicion indicada. A partir
de ella, al aumentar el contenido en TEOS, el &ngulo de contacto aumenta, indicando
comportamiento mas hidréfobos.

Este comportamiento es consecuencia de la apertura del anillo epoxi del GPTMS que
supone un aumento de grupos OH en la estructura. Ademas, se detecta que la
presencia del precursor TEOS favorece este fendmeno de apertura del anillo epoxi;
por este motivo al afiadir pequefias proporciones de TEOS a la composicién se logra
un recubrimiento mas hidréfilo ain. Sin embargo, si se aflade una proporcién mayor al
30% de TEOS, la reduccion del contenido de GPTMS en la composicién supone la
reduccion de este efecto.

Los estudios revelan que las superficies hidréfilas favorecen las interacciones con
fluidos bioldgicos, células y tejidos; de modo que favorecen la osteointegracion del
implante. En consecuencia, desde este punto el punto de vista el material de la serie
més adecuado es el 35M:35G:30T.

Por otra parte, se realizaron ensayos de degradacion hidrolitica que revelan que los
materiales que mas tiempo necesitan para degradarse en contacto con agua son los
gue contienen un 10% y un 30% de TEOS. La degradacion de materiales con mayor
contenido de este precursor presentan degradaciones mucho mas acusadas.

Que el recubrimiento sea biodegradable es positivo, puesto que por un lado se logra
eliminar el material una vez acabado el proceso y por otro, durante la degradacion se
libera silicio que actiia como sefial osteointegradora. Sin embargo, se requiere que su
cinética de degradacion pueda asegurar que el material va a proteger el implante
mientras sea necesario. Eso puede hacer pensar que las cinéticas de degradaciéon
mas rapidas no pueden permitir la consecucion de ese cometido.

Por este motivo se realizaron ensayos de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) para evaluar la capacidad de proteccion del recubrimiento,
determinandose que a medida que se aumenta la proporcion de TEOS en la
composicion la resistencia al poro del recubrimiento disminuye. Por otra parte, se
detecta que al aumentar el contenido en TEOS en la red aumenta la permeabilidad de
ésta. Teniendo en cuenta que se requiere que el recubrimiento proteja al implante y
evite la liberacion de iones procedentes del metal que puedan obstaculizar el proceso
de osteointegracion; se determina que los biomateriales mas adecuados para asegurar
que esto no suceda son los que tienen un menor contenido en TEOS.

Segun la bibliografia la rugosidad es uno de los pardmetros clave para que se
produzca la adhesion de las células al sustrato, resultando esto fundamental para que
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el proceso de osteointegracion. Por este motivo se realizaron ensayos de perfilometria,
con el objetivo de estudiar la topografia la los recubrimientos obtenidos. Asi se
observa que el material que presenta una mayor rugosidad es el 35M35G30T.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos en el presente trabajo, se concluye que
de las composiciones estudiadas la que presenta un conjunto de propiedades mas
adecuado para ser utilizada como recubrimiento bioactivo que favorezca la
osteointegracion de implantes dentales es la 35M:35G:30T.

Una vez seleccionado el biomaterial se recubre un implante de titanio real y se analiza
éste y un tornillo control sin recubrir mediante microscopia de barrido electrénico
(SEM) obteniendo imagenes de sus topografias superficiales.

Al comparar las imagenes obtenidas se comprueba que a pesar de la compleja forma
del implante, éste estd perfectamente recubierto por el sol-gel; demostrando asi la
viabilidad de recubrir implantes con el biomaterial obtenido.

Una vez encontrado el material 6ptimo desde un punto de vista fisico-quimico, el
siguiente paso seria la realizacion de ensayos in vitro e in vivo para estudiar su
comportamiento celular y demostrar que el biomaterial obtenido tiene propiedades
osteoinductoras.
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