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Prologo:

Esta Tesis esta enfocada al desarrollo de nuevos biomateriales aptos para ser
aplicados en la regeneracion dsea en cirugia dental. En la mayoria de los estudios en
biomateriales, se abarca un amplio espectro de especialidades, y areas del conocimiento,
como la Quimica, la Fisica, la Farmacia, la Odontologia, la Medicina, cada una de ellas
con su propio lenguaje especializado. Parafacilitar lalecturade la Tesis por expertos de
los distintos campos se ha incluido un apéndice en el que se definen los términos que

considero mas relevantes y que no se han definido en el texto de latesis.
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1. Abstract y Resumen

1. Abstract (English)

Brushite based cements are emerging as promising biomaterials for bone treatments

because they are biocompatible, resorbable and have acceptable mechanical properties.

Brushite cements are prepared by mixing a solid phase with a liquid phase to form a
workable paste that will set into a hard material. The aim of our work was focused on
the improvement and development of new brushite cements by changing the
composition of the liquid phase while the solid phase was always a mixture of 3-
tricalcium phosphate (3-TCP), monocalcium phosphate and sodium pyrophosphate. The
possible applications of brushite cements are mainly surgical, that’s why we have
explored a new cement sterilization method based on supercritical CO,. Finally we have
performed in vivo experiments using a rabbit animal model for evaluating the bone

regeneration capacity of the synthesized materials.

In the first part of the thesis we investigated the effect of carboxy acids on the
brushite cement setting reaction. We incorporated different carboxy acid solutions in the
cement liquid phase: acetic acid, glycolic acid and citric acid. The acid solutions were
prepared at different concentrations ranging between 0.5 to 3.5 M and subsequently
mixed with the cement solid phase in the powder liquid ratios (P/L) = 1.28; 1.72 and
2.56. Cements set with P/L=2.56 had the best diametric tensile strength regardless the
acid type or concentration. The best mechanical properties were obtained using glycolic
acid, followed by citric and acetic acid. The setting time was directly related to the acid
normality in the cement liquid phase and it was longer for cements set with citric acid,

followed by glycolic and acetic acid. Moreover, we have observed that the OH groups
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1. Abstract y Resumen

of the organic acid play an important role on the cement setting time and mechanical

properties.

In the second part of our study, we analyzed the effect of silica (SiO,) gels on the
setting reaction of brushite cements. The cements were prepared by mixing the cement
solid phase with different silica solutions while cements set with distilled water were
used as controls. The cements that set using a concentration of SIO, of 15 g/L had 3.82
MPa diametral tensile strength while cements set with distilled water at the same pH
produced a diametral tensile strength of 3.05 MPa. However, the mechanical properties
of the silica set cements kept at 37 °C in 100 % humidity environment were similar to
those of the cements set with distilled water in the same conditions. Furthermore,
samples set with silica gel and cements set with distilled water had the same fina
setting time (3+1min). The use of silica gels on brushite-based cements improves the
diametral tensile strength in dry environments and increases the water inside its

structure, but has no significant effect on the setting time.

In the third part of the thesis, we studied the use of osteoinductive additives, such as
chondroitin 4 sulfate, on the cement setting reaction. Different cement liquid phases
were prepared by mixing 0.5 M citric acid solutions with several concentrations of C4S
and silica gel (15g/L). Adding C4S to the cement liquid phase increased the cement
final setting time when used at concentrations below 8 %, and increased dlightly the
cement diametral tensle strength when used at concentrations below 6 %. Calorimetric
analysis showed that the cements set with C4S alone or in combination with silica gel
had greater hydrophilicity. We concluded that the addition of C4S in small amounts
prolongs the cement setting time without affecting its mechanical properties and

improves its water affinity.
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1. Abstract y Resumen

The sterilization of brushite cements is necessary for their surgical use but only the
gamma irradiation technique is able to accomplish sterilization without damaging its
properties. However this technique is expensive and needs specia security regarding
possible hazardous radiations. In the fourth part of our study we evaluated a new
technique for sterilizing brushite cements based on supercritical CO,. The treatment
with supercritical CO, did not alter the microstructure, composition and mechanical
properties of brushite cements. We conclude that this technique could be considered for

sterilizing this biomaterial.

In the fifth part of our thesis we synthesized and characterized a new cement
composed of a mixture of monocalcium phosphate and B-TCP that sets using glycolic
acid. After setting, the cement had a diametral tensile strength of 2.9 + 0.7 MPa, and its
composition, was 83 wt% brushite and 17 wt % B-TCP, with an average brushite crystal
size of ca 2.6 £ 1.4 um. Granules with size range between 200 and 1000 um were
prepared from the set cement and used as graft material in bone defects on rabbit
calvariafor evaluating its in vivo regeneration capacity. Considerable cement resorption,
improvement in the bone mineral density, and bone neoformation was observed 4 weeks
after the granulate implantation. The results suggest that this novel biomaterial could be

considered for clinical use as an alternative to other bone graft materials.

Key words: brushite, dicalcium phosphate dihydrate, B-tricalcium phosphate, acetic
acid, glycolic acid, citric acid, calcium phosphate cements, silica gel, chondroitin

sulfate, set cement granules, bone regeneration, rabbits, titanium bone chamber.
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1. Abstract y Resumen

2.Resumen (Espaiiol)

Los cementos de brushita estan emergiendo como biomateriales prometedores para
tratamientos 6seos gracias a su biocompatibilidad, reabsorcion in vivo y aceptables

propiedades mecanicas.

Los cementos de brushita se preparan mezclando una fase liquida con otra solida para
formar una pasta manejable que fragua produciendo un material duro. El objetivo de
nuestro trabgjo esta enfocado a mejorar y desarrollar nuevos cementos de brushita
cambiando la composicion de la fase liquida, mientras que la fase solida se mantiene
siempre como una mezcla de fosfato tricalcico  (B-TCP), monofosfato calcico y piro
fosfato calcico. Las posibles aplicaciones de los cementos de brushita son
fundamentalmente quirargicas, por ello hemos explorado un nuevo método para
esterilizar los cementos basado en los fluidos supercriticos de CO,. Finalmente, hemos
realizado un estudio en un modelo experimental animal para evaluar la capacidad que

tienen |os materiales sintetizados para regenerar hueso.

En la primera parte de la tesis hemos investigado el efecto que tienen los acidos
carboxi sobre la reaccion de fraguado de los cementos de brushita. Para ello hemos
incorporado a la fase liquida del cemento diferentes soluciones de acidos carboxi que
comprendian el acido acético, glicolico y citrico. Las soluciones acidas fueron
empleadas en concentraciones entre 0,5y 3,5 M, que eran posteriormente mezcladas
con lafase solida del cemento en unas proporciones polvo a liquido de  (P/L) = 1,28;
1,72y 256. Los cementos fraguados con P/L = 2,56 tuvieron la mayor fuerza de
tension diametral, independientemente del tipo o concentracion de acido empleado. Las

mejores propiedades mecanicas eran obtenidas utilizando acido glicolico en la reaccion
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1. Abstract y Resumen

de fraguado del cemento, seguido por el acido citrico y por €l acético. El tiempo de
fraguado estaba directamente relacionado con la normalidad del acido presente en la
fase liquida del cemento y era mas prolongado para los cementos fraguados con acido
citrico seguido por el glicolico y el acético. Ademas hemos observado que la presencia
de grupos OH en la molécula del acido organico juega un papel importante sobre el

tiempo de fraguado y las propiedades mecanicas del cemento.

En la segunda parte de nuestro estudio, hemos analizado el efecto del gel de silice
(SIO,) sobre la reaccion de fraguado de los cementos de brushita. Se prepararon
distintas muestras de cementos mezclando la fase solida del cemento con diferentes
soluciones de silice y se usaron cementos fraguados con agua destilada como controles.
Los cementos que fraguaron con [SIO,] de 15 g/L tuvieron una fuerza de tension
diametral de 3,82 MPa mientras que los fraguados con agua destilada obtuvieron una
fuerza de tension diametral de 3,05 MPa. No obstante, estas diferencias desaparecian
cuando los cementos eran amacenados a 37 °C en un medio de humedad 100 %.
Ademas los cementos fraguados con gel de silice tenian el mismo tiempo de fraguado
gue los cementos fraguados con agua destilada (3+1 min). El uso del gel de silice
mejora la fuerza de tension diametral del cemento en ambientes secos, y aumenta la
cantidad de agua almacenada en la estructura del mismo sin afectar a su tiempo de

fraguado.

En la tercera parte de la tesis, hemos estudiado el uso de aditivos osteoinductivos,
como € condroitin 4 sulfato (C4S), en la reaccion de fraguado del cemento. Se
prepararon distintas fases liquidas mezclando soluciones de acido citrico 0,5 M con
varias concentraciones de C4Sy gel de silice (15g/L). Al anadir C4S a la fase liquida
del cemento en concentraciones inferiores al 8 %, se consiguié un aument6 del tiempo

de fraguado y cuando se uso en concentraciones inferiores al 6 % aumento ligeramente
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1. Abstract y Resumen

lafuerza de tension diametral. Los estudios calorimétricos demuestran que los cementos
fraguados con C4S, solo o con gel de silice, son mas hidrofilos. Concluimos que al
anadir C4S mejora la afinidad por el agua del cemento y se consigue una prolongacion

del tiempo de fraguado sin afectar alas propiedades mecanicas.

La esterilizacion de los cementos de brushita es necesaria para su aplicacion clinica,
pero solamente la técnica de irradiacion gamma es capaz de esterilizarlos sin dafar sus
propiedades. No obstante, esta técnica es costosa y necesita medidas de seguridad
especiales para controlar las radiaciones nocivas. En la cuarta parte de nuestro trabajo,
hemos evaluado una nueva técnica para esterilizar los cementos de brushita basada en
los fluidos supercriticos de CO». El tratamiento con fluidos supercriticos no alterd la
microestructura, composicion y propiedades mecanicas de los cementos de brushita.
Concluimos que esta técnica puede ser utilizada para esterilizar los cementos 6seo de

brushitay de metacrilato.

En la quinta parte de nuestra tesis, hemos sintetizado y caracterizado un nuevo
cemento gue se compone de una mezcla de fosfato monocalcico y B-TCP que fragua
con acido glicolico. Una vez fraguado, el cemento tenia una fuerza de tension diametral
de 2,9 £ 0,7 MPa, su composicion era de brushita 83 % y B-TCP 17 %, y lamediade
tamatiio de los cristales de brushita erade ca 2,6 = 1,4 um. Con e cemento ya fraguado
se fabricaron granulos con un tamafio entre 200 y 1000 um que fueron aplicados en
defectos oseos en la calota de un grupo de conejos para evaluar in vivo la capacidad de
regeneracion o6sea de este material. Cuatro semanas después de su implantacion el
material produjo un notable aumento de volumen 6seo, aparte de mejorar la densidad
mineral 6sea y ademas se pudieron observar signos de reabsorcion en el granulado. Los

resultados demuestran que este nuevo biomaterial puede ser considerado para el uso
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1. Abstract y Resumen

clinico en regeneracion 6sea como una alternativa a otros materiales no reabsorbibles.

Palabras clave: brushita, fosfato dicalcico dihidrato, fosfato tricalcico B, acido
acético, acido glicdlico, acido citrico, cementos de fosfato calcico, gel de silice,
condroitin sulfato, granulos de cemento fraguado, regeneracion osea, conejos, camaras

oseas de titanio.
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2. Introduccién

2.1 Estado actual de las investigaciones

en cementos calcicos

Las digtintas formas de los minerales basados en fosfato calcico son de gran utilidad
en odontologia y cirugia ortopédica. Estos materiales estan compuestos de los mismos
elementos que se encuentran en el hueso y por ello son bien tolerados por el organismo
mostrando gran capacidad osteoconductora y osteoinductora. Los materiales con base
de fosfato calcico pueden ser de origen natural, como el hueso humano, el coral, y el

hueso animal, 0 sintéticos como las ceramicas y cementos.

Las ceramicas son productos inorganicos, vidriosos e i6nicos que se preparan a altas
temperaturas, suelen poseer excelentes propiedades mecanicas pero carecen de la
posibilidad de ser moldeadas o adaptadas al lugar de aplicacion quirurgica y su
estructura suele consistir en cristales grandes. Los cementos se preparan a partir de una
mezcla de polvo y liquido que carece de propiedades mecanicas interesantes, pero una
vez inducida la reaccion de fraguado, se convierten en una pasta moldeable que al
endurecer adquiere propiedades mecanicas de un so6lido y puede adaptarse a la forma
necesaria durante la intervencion quirurgica u odontologica. Ademas su estructura
microcristalina les otorga una gran area superficial, facilitando su uso como
vehiculizantes de liberacion controlada de farmacos [13]. Estas cualidades de los
cementos de fosfato calcico estan provocando un creciente interés por los mismos
reflgjado en el aumento exponencial del nimero de articulos publicados en los Gltimos

anos, que ya supera al de ceramicas de fosfato calcico [13].
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2. Introduccién

Los cementos o6seos estan divididos en dos familias: cementos poliméricos de

metacrilato de metilo, y cementos de fosfato calcico.

Los cementos de fosfato calcico son materiales biocompatibles y biodegradables que
pueden inyectarse y ser utilizados en procedimientos quirargicos tan variados como

(ver laTabla2.1-I):

1) Fijaciones de fracturas, dando estabilidad a las mismas y reduciendo la

necesidad de injertos [75].

2) Vertebroplastiasy kifoplastias [54].

3) Reparaciones cranealesy reconstrucciones 6seas [146].

4) Endodoncia como sellador pulpar, sendo una alternativa a los irritantes

selladores de ZnO-E [44, 115].

5) Recubrimiento de pulpa dental, como aternativa a los citotoxicos cementos de

zinc, compositesy ionémeros de vidrio [42, 124].

Los cementos de metacrilato son materiales poliméricos, faciles de manejar,
radiopacos y tienen buenas propiedades mecanicas, tiempos de fraguado, e
inyectabilidad [55]. No obstante, € metacrilato es menos biocompatible que € fosfato
calcico, fragua en una reaccion exotérmica irritante, y no puede ser reabsorbido por el
organismo [56]. Ademas el residuo que liberan estos cementos aumenta la reabsorcion
6sea ya que provoca la produccion de sustancias como la interleukina-1, €l factor de
necrosis tumoral, la prostaglandina E2, la Interleukina-6 y la calcetonina relacionadas

con la reabsorcion 6sea [57,156, 157, 165]. Por estas razones los cementos de fosfato
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2. Introduccién

calcico estan siendo investigados como alternativa a los cementos de metacrilato y a las
ceramicas Oseas abriendo muchas puertas en el horizonte de los materiales para
regeneracion dsea tanto en traumatologia y odontologia, como en endodoncia, cirugia

oral, odontologia conservadora ¢ implantologia [136].

TABLA 2.1.1

Resumen de |as propiedades y utilidades de |os cementos 6seos

Cemento Fuerzade Osteo- Reabsorcion Tratamientos
compresion conduccion Dentales Médicos
Hidroxiapatita 180 MPa[7] Si Muy lenta Tratamientos de canal Fijacion de fractura
[43] [71] [75], Vertebroplastia
Fijacion de implantes [54],
[79] Reconstruccion 6sea
Recubrimiento pulpar Fijacion de tornillos
[20] (791
Defectos Craneoplastia[125]
perimplantarios [24] [82][146],
Defectos periodontales Aumentacion nasal
[24] [103]
Fracturas dela
tibia[84],
Quiste 6seo[26]
Defectos
craneofaciales[87]
Brushita 30 MPa[6] Si Répida Todavia no se Fijacion de tornillos
. [148],
han estudiado Craneoplastia[74],

Vertebroplastia[54]

Sulfato Calcico 45MPa[36] Si Muy rapida Defectos periodontales Kifoplastia[83]
[70] Vertebroplastia[83]
Empaste temporal [83]
Elevacion de senos [48]
Conservacion del
alveolo post extraccion

[32]
Polimetilmetacrilato 52GPa[100] No Nula Base de dentaduras Kifoplastia [83]
postizas[99] Vertebroplastia

[83][151][55],
Fijacion de Fracturas
[105] [56],
Artroplastiade cadera
[118][57],
Craneoplastia
[97][156][165],
Hemangioma[49],
Mieloma[49]
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2. Introduccién

Brown y Chow en 1986, fueron los primeros en desarrollar un cemento de fosfato
calcico ortopédico/dental que producia hidroxiapatita después de fraguar [17]. A partir
de entonces se han desarrollado diferentes formulaciones de cementos de hidroxiapatita
gue emplean varios precursores de la reaccion de fraguado [47]. Un cemento de fosfato
calcico con una diferencia esencial al propuesto por Brown y Chow es el cemento de
brushita, descrito por Lemaitre en 1987, que se obtiene mezclando monofosfato calcico
con B-fosfato tricalcico [77, 94]. Hoy en dia, dependiendo del resultante de la reaccion
Quimica, existen dos familias de cementos de fosfato calcico: cementos de
hidroxiapatita (HAP) y cementos de dihidrato de fosfato dicalcico (DCPD o Brushita).
Hasta ahora, la mayoria de los estudios se han concentrado en el desarrollo de los

cementos de hidroxiapatita por tres razones principales:

) Esta presente en el hueso.

i) Tiene buenas propiedades mecanicas.

i) Fragua con un pH neutro.

A pesar de estas ventgjas que tienen los cementos de hidroxiapatita, |os cementos de
brushita han levantado recientemente un gran interés debido a su capacidad de ser
reabsorbidos por el organismo de manera mucho mas rapida que la hidroxiapatita [15].
La reabsorcion de la hidroxiapatita es debida principalmente a la accion celular y esta
limitada a la superficie del material, ya que las células no pueden penetrar la estructura
microporosa del cemento y este se mantiene estable en el organismo durante periodos
superiores a 12 meses [47]. Por el contrario, los cementos de brushita son mas solubles

y reabsorbibles que los de hidroxiapatita al pH fisiologico de 7,4.

Por los motivos anteriormente expuestos, €l uso de los cementos de brushita esta
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enfocado a situaciones en las que se necesita regeneracion Osea, mientras que los
cementos de hidroxiapatita se utilizan cuando la reabsorcion del material es innecesaria,
como en los procesos de vertebroplastia o de obturaciones dentales. Ver tabla 2.1-1. En
latabla2.1.1l se muestralalista de cementos de fosfato calcico comercializados hasta el

momento junto con sus composiciones [13].

Los cementos de brushita se preparan mediante una reaccion acido-base que ocurre
entre el fosfato tricalcico beta y protones donados por un fosfato calcico acido como el
fosfato monocalcico dihidrogeno, o simplemente aportados mediante una solucioén de un
acido como el fosforico o el sulfirico. Aunque estos cementos son biocompatibles y
reabsorbibles, tienen un tiempo de fraguado demasiado rapido, y son demasiado
viscosos lo que ha limitado su empleo clinico [6]. Los cementos de brushita han sido
mejorados incorporando en su composicion sustancias que prolongan el tiempo de
fraguado y mejoran las propiedades mecanicas y el manejo de los mismos. Se han
utilizado con éxito retardantes quimicos como el pirofosfato sodico, el fitato, iones de
citrato, iones de fitatocitrato y citrato de sodio, para prolongar €l tiempo de fraguado

[46,14].
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De izquierda a derecha, Empresas que producen cementos calcicos (columna 1), Nombre del

2. Introduccién

TABLA 2.1.11

producto comercial (columna 2), composicion del cemento (columna 3) y producto resultante del

fraguado (columna 4) [13].

Compaiiia Nombre del cemento Componentes Producto
final
ETEX a-BSM Polvo: ACP (50%) DCPD (50%) HAP
Embarc Solucion: H,O (solucion salina)
Biobon
Stryker-Leibinger Corp  BoneSource Polvo: TetCP (73%), DCP (27%) HAP
Liquido: H,O, N&:HPO, y NaH,PO,
Teknimed Cementek® Polvo:a-TCP,TetCP,Na Glicerofosfato HAP
Solucion: HzO,Ca(OH)z,H3P04
Cementek®LV Polvo: a-TCP, TetCP,Na Glicerofosfato, dimetilsiloxano HAP
Solucion Hzo Ca(OH)z,H3PO4
Biomet Calcibon®(previamente  Polvo: a-TCP (61%), DCP (26%), CaCOs; (10%) PHA (3%) HAP
Ilamado“Biocement D) Solucion H,O y NaH,PO,
Mimix™ Polvo TetCP, a-TCP, CsHsO/Nag2 H,O HAP
Solucion H,0, CeHsO7
QuickSet Mimix™ Polvo: ND HAP
Solucion: ND
Mitsubishi Materials Biopex® Polvo o-TCP (75%), TetCP (20-18%), DCPD (5%), HA (0-2%) HAP
Solucion: H,O, succinato sodico (12-13%), condroitin sulfato
sodico (5-5.4%).
Biopex®-R Polvo o-TCP, TetCP, DCPD, HA, Mg3(PO,),, NaHSO; HAP
Solucion H,0O, succinato sodico (12-13%), condroitin sulfato
sodico (5-5.4%).
Kyphon KyphOs™ Polvo a-TCP (77%), Mgs (POs). (14%), MgHPO, (4.8%), HAP
SrCO;(3.6%)
Solucion H,0, (NH,),HPO4(3,5M)
Skeletal Kinetics Callos™ Polvo ND HAP
Soluciéon ND
Shanghai Rebone Rebone Polvo TetCP, DCP HAP
Materials Co.Ltd Solucion H,O
Synthes-Norian Norian®SRS Polvo o-TCP (85%), CaCOs;(12%), MPCM (3%) HAP
Norian® CRS Solucién H,O, NaHPO,
Norian®SRS Fast Set Polvo. ND HAP
Putty Solucién: ND
Norian®CRS Fast Set
Putty
ChronOS™Inject Polvo: B-TCP (73%), MCPM (21%), MgHPO,-3H,O (5%), Brushita
Mggh (>1%), NaHzP207 (<1%)
Solution H,0, hialuronato sodico (0,5%)
Kasios Eurobone® Polvo: B-TCP (98%), NasP.O; (2%) Brushita
Solution H,O H3PO4(3,0M), H,SO4 (0,1M)
CalciphOs VitaOs Componente 1: B-TCP(1,34g), NaH.P,07(0,025g), H,O, Brushita

PBS(0.05M pH7.4)
Componente 2: MCPM(0.78g) CaSO, H>0(0.39g), H-0, H3PO4
(0,05M)

También se han ensayado diferentes soluciones acidas como precursoras de la

reaccion de fraguado con el fin de mejorar las propiedades mecanicas del cemento y su
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inyectabilidad. En un principio se usd6 agua destilada, acido fosférico y el acido
sulfarico [14], a los que posteriormente se afadieron polimeros como el acido
hialuronico y goma de xantham mejorando el manejo del cemento [37]. Se ha
demostrado recientemente que con el uso aditivos poliméricos gelificantes en la fase

liguida del cemento aumenta la cohesion del mismo [13].
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2.2 Descripcion de los minerales que

constituyen los cementos calcicos:

2.2.1 Brushita:

Figura 2.2-1. Labrushitay su estructura cristalina: Calcio (verde); fosforo (naranja);

oxigeno (rojo) [Jeff Weissman / Photographic Guide to Mineral Species)

Brushita es el nombre que se le otorga a minera de fosfato calcico dibasico
dihidratado de formula Ca(HPO,) * 2H,0O; que cristaliza en una celdilla monoclinica de

dimensionesa=5,83A;b=15,19A;c=6,26 A; p=116,47°.

Su peso molecular es de 172,10, y su composicion por peso es la siguiente:
Cacio (23,29 %), fosforo (18,0 %), hidrogeno (2,93 %), oxigeno (55,78 %)

o también: H,O (26,17 %), CaO (32,59 %), P05 (41,24 %).

Es practicamente insoluble en agua, poco soluble en acido acético y soluble en HCl o
HNOs;. Se usa en odontologia en la pasta de dientes, en la alimentacion, en la

fabricacion de vidrio y en fertilizantes [91].

La estructura cristalina de la brushita consiste de laminas compactadas de cadenas
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paralelas en las que los iones de calcio estan coordinados por seis atomos de oxigeno de
los aniones de fosforo, y por 2 atomos de oxigeno de las moléculas de agua. La brushita
contiene 2 tipos de moléculas de agua, una con un angulo H-O-H igual a 106,6° y la
otra con 105,4°. Las uniones de hidrogeno de estas moléculas varian entre si, el primer
tipo de molécula tiene enlaces de hidrogeno de forma linear mientras que el segundo
tipo los tiene con angulos de 167,3° y 165,8° [127]. La brushita es un electrolito solido
con una capa de moléculas de agua adsorbidas sobre su superficie que con sus uniones

de hidrogeno contribuyen ala emigracion protonica en el complejo [143].

La brushita es el fosfato calcico menos estable segun laregla de paso de Oswaldy
es metaestable en condiciones fisiol6gicas siendo mas reabsorbible que la hidroxiapatita
y que el fosfato tricalcico beta [102, 150, 15]. De hecho, la brushita puede reabsorberse
a una velocidad ligeramente superior a la de neoformacion de hueso lo cual es muy

interesante en procesos de regeneracion osea [142].

La velocidad de disolucion de la brushita es de 4.26 x 10 mol-m?min™ a pH 5,5.
Este valor es 3,4 veces mas rapido que el del B-TCP (1,26 x 10), y mucho mas rapido
(300 veces) que el de la hidroxiapatita carbonatada 1,42 x 10°®, que es la hidroxiapatita

con velocidad de reabsorcion mas alta [27].

En el hueso, la brushita es una de las primeras fases de fosfato calcico que se forma
en el comienzo de la nucleacion y crecimiento de los cristales de HAP siendo un

mineral importante en el crecimiento de la hidroxiapatitain vivo [23].
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2.2.2. Monetita:

Figura 2.2-2. Monetita [ Jeff Weissman / Photographic Guide to Mineral Species]

La monetita Es un fosfato calcico acido que in vivo, s decir a pH arededor de 7, se

transforma en hidroxiapatita [113].

La estructura cristalina de la monetita es de sistema Triclinico y clase pinacoidal que
cristaliza en una celdillade dimensionesa=6,9A;b=7A;c=6,65A;Z=4A; a0 =
96,35°% B = 91,267°. La monetita consiste de cadenas unidas por uniones Ca-O y tres
tipos de uniones de hidrogeno. Hay dos pares de unidades PO, por cada celda cristalina

de monetita [143].

Su estructura quimica es Ca(HPO,). Su peso molecular es de 136,06, su densidad de
es de 2.929g/cm® y su composicion por peso es la siguiente: calcio (29,46 %),
fosforo (22,77 %), hidrogeno (0,74 %) y oxigeno (47,04 %). O también CaO (41,22 %),

P,0s (52,16 %), H-0 (6,62 %).

.La monetita ha sido utilizada con éxito en el recubrimiento de superficies de

implantes dentales de titanio [113].
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2.2.3. Fosfato tricalcico beta

Figura 2.2-3. Fotografia del mineral de whitlockita o fosfato tricalcico beta. [Jeff Weissman /

Photographic Guide to Mineral Species|.

Es un fosfato calcico tribasico y terciario conocido también como “bone ash” o
“ceniza de hueso”. Su forma cristalizada se conoce como whitelockita y es la que
observamos en la figura 2.2-3. Su estructura quimica es Caz(PO,),. El peso molecular
es 310,2 D, su densidad es 3,13g/cm® y su forma de cristalizacion es trigonal-ditrigonal
piramidal con dimensiones de celda: a= 10,33 A; ¢ = 37,103 A; Z = 6. Lacomposicion
en peso es: calcio (38,76 %); fosforo (19,97 %) y oxigeno (41.27%). También puede

exponerse; CaO (54,24 %); PO, (61,24 %); HsPO4 (63,19 %); P,Os (45,76 %).

Se suele presentar como un polvo blanco sin sabor, Es insoluble en agua, alcohol o
acido acético; es soluble en HCl y HNOgs. Se usa en la industria del vidrio, de los
productos lacteos, en polvos dentales para pulir, en porcelanas, ceramica, en la industria
alimenticia, textil, y en piensos de animales. También se utiliza como antiacido [Merck

Index]. El B-Fosfato tricalcico tiene buena biocompatibilidad, bio-reabsorcion y
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osteoconduccion, por ello se usa desde hace afios en el ambito quirurgico de la

regeneracion osea [3,101].

2.2.4 Mono fosfato calcico:

Figura 2.2-4. Unidad de celda del mono fosfato calcico.

También se puede llamar fosfato monocalcico, fosfato calcico monobasico, bifosfato
calcico, fosfato calcico primario o calcio superfosfato. Su estructura quimica es la
siguiente: CaH4(POy), * H20; su peso molecular es de 252,09 D y su composiCion en
peso es. Ca (15.90%), P (24.58%), O (57%), H (2%). Tiene sabor acido fuerte,
densidad de 2,20g/cm?®, parcialmente soluble en agua, se descompone en HsPO, y en sal
insoluble di- o tri-basica. Es soluble en HCI, HNO3 y en 4cido acético. Se utiliza en los
bicarbonatos para la fabricacion del pan, en las harinas y como complemento

alimenticio [91].
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2.3. Definicion del material ideal para

regeneracion osea

El material ideal para regeneracion oOsea a parte de ser biocompatible,
osteoconductor, osteoinductor y osteogénico, debe tener buenas propiedades
mecanicas, ser facil de manejar y adaptar y tener una velocidad de reabsorcion

equiparable ala velocidad de crecimiento 6seo.

La osteoconduccion es la capacidad de una material para guiar y soportar la
neoformacion de hueso (por ejemplo la hidroxiapatita). La osteoinduccion es la
capacidad de un material para transformar células mesenquimales en células
osteoformadoras (por ejemplo las proteinas morfogenéticas). Y la osteogénesis es la
capacidad de crear hueso donde antes no lo habia (por ejemplo Las células
osteoprogenitoras). El unico material que cumple todas estas cualidades es el auto
injerto 6seo. Por otro lado, las moléculas osteoinductores son muchas, pero tienen un

importante inconveniente que es su elevado precio.

La mandibula humana, tiene un modulo de elasticidad de 96,2 +40,6 MPa y su
componente de hueso trabecular tiene una fuerza de compresion de 3,9 MPa +2,7 [95].
El fémur humano, tiene un modulo de elasticidad de 15200 MPa, la fuerza compresion
del hueso cortical estaentorno al1l70 MPa[167]. Aunque estos valores descienden con
la edad nos dan una idea de las importantes diferencias que hay entre los distintos
huesos del cuerpo y los materiales de regeneracion 6sea deben de cubrir las

neces dades especificas de cada caso.

La facilidad de manegjo y adaptabilidad esta limitada en los injertos en forma de
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bloque y forma granular. Lo contrario sucede con los ceramicos disefiados con CAD-

CAM vy los cementos 6seos que se adaptan de manera excelente a los defectos que hay

gue tratar [13, 93].

Por ultimo lavelocidad de reabsorcion in vivo del biomaterial debe ser similar alade

la neoformacion del hueso, que tiene un valor de 20 um/dia. En la tabla 2.3.1I1

mostramos algunos de |os biomateriales empleados en regeneracion dsea.

TABLA 2.3.111:

Propiedades de distintos biomaterial es para regeneracion dsea [124].

Materiales inorganicos

Materiales organicos

Combinaciones de
materiales organicos e
inorganicos

Materia

Composicion

Forma

Biodegradacion

Productos de
degradacion
Propiedades

Fosfato calcico-sulfato calcico-vidrio

Ceramicas

Ceramicas de
hidroxiapatita,
coraling, bovina,
Sintética, ceramicas de
TCP, ceramicas
bifasicas, sulfato
calcico, biovidrio

Ceramica porosa,
granulado o en bloque
HAP: degradacion muy
lenta

TCP: degradacion
rapida

Sulfato célcico:
degradacion muy
rapida

Bioglass: segun la
composicion

Calcioy fosfato

Biocompatible
Osteconductivo
Porosidad definida

No moldeable
Sefijamal en defectos

Radiopaco

Cementos

HAP
Brushita
Sulfato calcico

Unafase liquida y otra
solida

HAP: degradacion
lenta

Brushita: degradacion
rapida

Sulfato calcico:
degradacion rapida

Calcioy fosfato

Biocompatible
Osteoconductivo
Porosidad no definida
Moldeable

Inyectable

Se fijabien en defectos

Radiopaco

Polimeros y plasticos

Poliéster: poliglicélico,
polilactico.
Polibutirolacton,
policaprolactona,;
Poliamidas:
polipéptidos,
polianhidrido,
poliorotoesteres,
polifosfacenos.
Plastica solida

Degradacion mediante
hidrolisis puede ser
modificada

Moléculas organicas

“Biocompatible”
Buenas propiedades
mecanicas iniciales
pero empeoran con el
tiempo

Flexible pero no
moldeable

No radiopaco

Composites de fases
Organicas, inorganicas
y aditivos

Combina componentes
organicos e
inorganicos

Distintas formas

Depende de su
composicion

Depende de su
€omposicion
Distintos grados de
Biocompatibilidad
Osteoconductividad y
manejabilidad

Radiopaco
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2.4. Efecto de los aditivos anadidos a la fase

liquida del cemento de brushita

24.1. Efecto de los grupos carboxi

El cemento de brushita se forma mediante una reaccion acido base en la que la base

es el fosfato tricalcico beta y el acido puede ser acido fosforico o monofosfato célcico,
CG@(PO4)2 + Ca(H2P04)2 + 2H,0 — 4Ca(HPO4)-2H20

En estudios recientes sobre cementos de brushita, se ha demostrado que el uso del
acido citrico en la fase liquida de la reaccion prolonga el tiempo de fraguado, y produce

cementos fluidos capaces de ser inyectados através de jeringuillas[6].

El acido citrico interacciona con los iones calcio del cemento a través de sus tres
grupos carboxi produciendo modificaciones ionicas que estabilizan la reaccion de
fraguado. Por otro lado este acido tiene un comportamiento hidrofilico que viene
reforzado por € grupo OH que posee [46]. En recientes trabgos, se ha estudiado el
efecto de los acidos organicos sobre el fraguado de los cementos de brushita con el fin
de determinar el acido que produce la reaccion mas favorable [61]. Los acidos
carboxilicos estudiados han sido el acido citrico, malico, tartarico, lactico y acético. El
cemento fraguado con una solucion de citrico 0,5 M resultd poseer éptimas propiedades
mecanicas y tiempo de fraguado adecuado. Ademas, al fraguar los cementos de brushita

con una solucion de acido citrico de 1 M, se puede conseguir un incremento
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significativo de lainyectabilidad del mismo [6].

En estudios con cementos de HAP se ha llegado a incrementar la fuerza de
compresion de los cementos en mas de 90 MPa con el uso de acidos y sales de acidos
carboxi con grupos a-hidroxi y mas de un grupo acido (como el 4cido citrico y el citrato
sodico). Con esta tecnologia se ha llegado a fabricar cementos de HAP con fuerza de

compresion de 180 MPa, muy similar a la del hueso cortical [7].

Utilizando citrato sodico en la reaccion de fraguado de los cementos de
hidroxiapatita, se consigue una mejor inyectabilidad de los mismos debido a que las
moléculas de citrato sodico aumentan la carga eléctrica de la superficie de los cristales
gue componen la pasta del cemento, evitando asi que formen agregados cuando son

inyectados [40].

Resumiendo, el acido citrico y el citrato sodico contribuyen a mejorar las
propiedades mecanicas, los tiempos de fraguado y la inyectabilidad de los cementos de
HAP y de brushita. No obstante, € 4cido citrico tiene el inconveniente, de la alta
solubilidad en agua de su sal de calcio que se forma durante la reaccion de fraguado y
por ello no puede ser empleado en concentraciones superioresa 0,5 M ya que a partir de
esta concentracion la fase de citrato calcico aumenta, debilitando considerablemente las
propiedades mecanicas del cemento. El acido glicolico es también un acido con un
grupo carboxi y otro hidroxi, Yy tiene una sal (glicolato calcico) muy poco soluble
(junto ala sal de calcio del acido tartarico, son los acido carboxi a-hidroxi con sales
de menor solubilidad en agua) [8,140]. Ademas, el acido glicolico es capaz de estimular

la secrecion de 1L-6, factor importante en el remodelado d6seo [114,11].

Por estas razones en este trabajo hemos decidido estudiar el efecto del acido glicolico

en la reaccion de fraguado con el fin de mejorar las propiedades de los cementos de

35



2. Introduccién

brushita

2.4.2. Efecto del gel de silice

El gel de silice es un material biocompatible capaz de promover e depdsito de
hidroxiapatita in vivo [104, 121]. Los iones de silice aumentan la bioactividad de la
hidroxiapatita pura, enfatizando las potenciales aplicaciones biomédicas de estas
ceramicas [112]. A eso hay que afiadir que muchos materiales conteniendo silice como
las ceramicas (Bioglass®, Sintered Hydroxyapatite y Glass-Ceramic A-W), se adhieren
espontaneamente al hueso vivo. Estos materiales, denominados bioactivos, son usados
clinicamente y comercializados como substitutos dseos en intervenciones quirtrgicas

[72].

Estudios patentados, han demostrado que utilizando sales de silice se mejora la
fluidez de los cementos de fosfato calcico asi como su inyectabilidad [29]. No obstante,
hasta el momento ningin estudio ha planteado la fabricacion de cementos de fosfato
calcico combinandolos con geles de silice. En este trabajo hemos decidido estudiar el

efecto de anadir gel de silice a la reaccion de fraguado del cemento.
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2.4.3. Efecto del condroitin sulfato

El interés en el uso de macromoléculas como agentes nucleantes en materiales con
una base mineral se debe a la posibilidad de poder controlar las propiedades de estos
materiales através de la nucleacion y el crecimiento de la micro estructura del mineral.
Proteinas, polisacaridos, glucosaminoglicanos y geles han sido utilizados para modificar
las propiedades mecanicas y biofuncionalidad de cementos utilizados en regeneracion
6sea. Por ejemplo, la gelatina ha sido usada recientemente para generar macroporos en

los cementos de brushita [96, 160].

Entre estas macromoléculas tienen especial interés el grupo de los mucopolisacaridos
por el papel que juegan en la conformacion de los tejidos del organismo. Los
mucopolisacaridos son los glucosaminoglicanos mas abundantes en el cuerpo humano
y estan formados por cadenas largas no ramificadas de polisacaridos (unidad de
disacarido que se repite). Las unidades de disacaridos contienen: N-acetilgal actosamina
0 N-acetylglucosaming, y un acido urénico como el glucuronato o el iduronato. Los
glucosaminoglicanos son moléculas con alta densidad de carga negativa que confiere
gran viscosidad y baja compresibilidad a sus soluciones, o que las convierte en
moléculas ideales para lubricar los liquidos de las articulaciones. Ademas estas
moléculas son rigidas y mantienen la integridad de su estructura, por eso se encuentran
en la superficie de las células o en la matriz extra celular facilitando pasadizos entre las
Células y permitiendo la migracion celular. Los glucosaminoglicanos especificos con
mayor importancia en la estructura de la matriz extra celular son €l acido hilaurénico, el

dermatan sulfato y el condroitin sulfato.
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El acido hialuroénico o hialurano es un polisacarido anionico compuesto de unidades
repetidas del disacarido beta-1-4-glucuronato y beta-1-3-N-acetilglucosamina que tiene

un importante papel en la estructura de |os cartilagos,

0
S0qH  CHy0
0
cooH,
0 NHz
0 OH
OH

beta-1-4-glucuronato beta-1-3-N-acetilglucosamina

El condroitin sulfato deriva del polimero compuesto de las unidades de disacaridos:
D-glucurénico-beta con 2-acetomido-2-deoxi-galactosa. Puede ser sulfatado en las
posiciones 4 6 6 de la 2-acetomido-2-deoxi-galactosa. Por ello existen varios tipos de

condroitin sulfato, a continuacion explicamos los mas relevantes:

Condroitin sulfato A es el nhombre alternativo para €l condroitin 6-sulfato (C6S), es
decir, € condroitin sulfato que esta sulfatado en la posicion C6 de la 2-acetamido-2-

deoxi-gal actosa:

COoCH

OH

D-glucurénico 2-acetamido-2-deoxi-gal actosa
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El condroitin sulfato B es € nombre aternativo del dermatan sulfato. Esta
sulfatado en la posicion C4 del 2-acetamida-2-deoxi-galactosa, pero e C5 del acido

urénico ha sufrido una epimerizacion a acido iduronico:

S0 H CHyO
w e
D-glucuronico 2-acetamido-2-deoxi-galactosa

Condroitin sulfato C es el nombre alternativo del condroitin 4-sulfato que esta

sulfatado en la posicion C4 del 2-acetamido-2-deoxi-gal actosa [62,159)].

S04H CHA0
C00H
% e
D-glucuronico 2-acetamido-2-deoxi-gal actosa

Los beneficios de emplear el condroitin sulfato en la reparacion 6sea son bien

conocidos desde la década de los 60 [58, 98].

La capacidad regenerativa de las dos variantes principales de condroitin sulfato, C4S
y C6S, en las mandibulas de ratas y primates fue demostrada en multiples estudios [4,
130]. La combinacion del condroitin sulfato con otros biomateriales ha sido empleada
parala liberacion controlada de moléculas terapéuticas como factores de crecimiento y

proteinas morfogenéticas [169]. Recientemente, esponjas de quitosano con C4S han
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sido empleadas para la liberacion del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF-BB) mejorando la proliferacion osteoblastica y aumentando la emigracion de
los osteoblastos [107]. Mas recientemente, se ha utilizado una combinacion de acido
poli(lactico-co-glicolico) con CS como sistema de liberacion controlada para proteinas
morfogenéticas (BMP2), obteniéndose buena biocompatibilidad y una estimulacion

osteogénica optimas [69].

Hoy en dia, hay productos que contienen CS comercializados como materiales de
regeneracion y sustitucion 6sea. Un ejemplo es el Biostite® que esta compuesto de
colageno, CS y HAP con una capacidad regenerativa equivalente a la de materiales de
origen animal como los xenoinjertos de hidroxiapatita bovina (Bio-0ss®) [123]. El
Biogtite® es tolerado satisfactoriamente por el organismo y acelera la actividad
osteoblastica asi como la produccion de matriz extracelular sobre la cual se deposita la
HAP o6sea [128]. Mas aun, el Biostite® tiene la capacidad de inducir osteogénesis

endocondrial o cua sefiala al comportamiento osteoinductivo de este material [116].

Se sabe que € CStiene la capacidad de adsorberse a las superficies de fosfato calcico
como la HAP de coral en un porcentgje de 3,6%. Esta interaccion no esta influenciada
ni por la masa molecular del polisacarido ni por la posicion del grupo sulfato, teniendo
una adsorcion similar ambos isomeros, el C6S y el C4S [152, 153]. La adsorcion
depende fundamentalmente de la densidad de carga eléctrica, siendo el grupo sulfato
mas importante en este fendmeno que los grupos carboxi, sensibles al pH. A pH 7 estos
glucosaminoglicanos tienen carga eléctrica negativa que se debe a los grupos sulfato y
carboxi [152]. No obstante, € pKa del C4S es de 3,97, lo cud indica que a pH
fisiologico solo la mitad de los grupos carboxi estaran disociados y por ello seran los

grupos sulfato los responsables de la interaccion del CS con la HAP [153]. Ademas, la
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adsorcion a la HAP aumenta a niveles de pH mas bajos debido a que entonces el C4S
forma estructuras mas compactas que interactiian mejor con los iones libres de calcio de

lasuperficiedelaHAP [117].

El condroitin sulfato tiene efectos interesantes sobre otros materiales ttiles para la
regeneracion osea, como los geles de colageno. De hecho se ha observado que el C4S
distorsiona a gel de colageno tipo I debido al gran tamafio de su molécula, que
distorsiona la estructura del gel y disminuye la viscosidad del mismo. Como resultado,
se obtiene una mayor difusion y movilidad de las moléculas en el gel, acelerando asi la
Super saturacion, que conlleva una nucleacion de minerales homogénea y heterogénea
en la solucion y en las fibras de colageno respectivamente [39]. Este efecto podria
influir en las propiedades mecanicas del mineral resultante, ya que es bien conocido
gue diferentes poblaciones de cristales proporcionan diferentes propiedades mecanicas

paraa material [44].

A las propiedades ya mencionadas del C4S se anade también el efecto directo que
tiene sobre la cristalizacion de diversas especies de fosfatos calcicos. Por ejemplo, el
C4S puede inhibir el crecimientoy la agregacion del oxalato calcico monohidrato [106],
y también retarda el crecimiento de nucleos de HAP in vitro. Se cree que el gran
tamaio hidrodinamico y la alta densidad de carga de estas macromoléculas estan
asociados a su capacidad de inhibir laformacion y el crecimiento de laHAP [21]. Este
fenomeno es de especial interés a la hora de producir cementos de fosfato calcico con
tiempos de fraguado aceptables y tamaio de cristal reducido. Recientes estudios in vivo
han demostrado que a afadir CS a un cemento de fosfato calcico de HAP se mejorala
biocompatibilidad y osteoconductividad cuando se emplea en la zona periapical y en

los tejidos subcutaneos [161, 162].
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En & mercado ya existen productos que combinan glucosaminoglicanos con
cementos 6seos de fosfato calcico. Por giemplo, e cemento de brushita ChronOss™ de
la compaiiia suiza Synthes-Norian contiene un 0,5 % de acido hialurénico en su
componente liquido, y el cemento de HAP Biopex® de la marca japonesa “Mitsubishi
Materials” tiene un 5 % de condroitin sulfato en su componente liquido [13]. Hasta el
momento no se ha desarrollado ningin cemento de brushita que contenga condroitin
sulfato en su composicion, por lo que hemos considerado realizar una evaluacion del

efecto del C4S sobre los cementos de brushita.
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2.5. Tratamiento del cemento con fluidos

supercriticos

La materia puede encontrarse en distintos estados siendo 10s mas comunes el
liquido, el solido, el gaseoso y el gel. El estado en el que se encuentra una sustancia
depende de su composicion, la presion y la temperatura. Al aumentar la presion, los
gases tienden a pasar a estado liquido, y los liquidos al estado solido. Por otro lado,
al subir la temperatura, los solidos tienden a hacerse liquidos y los liquidos pasan a
gases. Algunos compuestos y elementos pueden tener un estado adicional llamado
estado supercritico que retne las propiedades de los liquidos y de los gases. Ocurre
cuando un gas se encuentra a una presion tan alta que deberia convertirse en liquido,
pero le resultaimposible por |a alta temperatura ala que se encuentra. En el diagrama
de fases, la presion y temperatura minima a la cual una sustancia pasa al estado

supercritico se denomina punto critico.

El CO, pasa a estado supercritico cuando esta a una temperatura superior a los
31,1 °C y por encima de 73,8 bar de presion (ver figura 2.7-1). En el estado
supercritico el CO; tiene propiedades tinicas que pueden ser utilizadas en aplicaciones
como extraccion de moléculas, sintesis de aerogeles, tratamientos antisépticos y

esterilizacion de materiales.
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Figura 2.7-1 diagrama de fases del dioxido de carbono.

Hoy en dia los cuatro métodos mas comunmente utilizados en la esterilizacion de
materiales biomédicos son la exposicion a 6xido de etileno (EtO), la radiacion gamma,
la autoclave y el calor seco. El primero de los métodos mencionados consigue la
esterilizacion mediante la introduccion del biomaterial en una atmoésfera de 6xido de
etileno a 100 %. La esterilizacion con radiacion gamma es realizada mediante la
exposicion del biomaterial a una radiacion minima de 21,5 KGy. Por otro lado, la
esterilizacion con autoclave se consigue al introducir el material en una atmoésfera de
humedad a 100 % con una temperatura minima de 121 °C. Finalmente, la esterilizacion
con calor seco se logra a caentar el materia a atas temperaturas durante largos

periodos de tiempo (160-170 °C durante 4-2 horas respectivamente).

Cada uno de los métodos mencionados tiene sus ventajas y limitaciones a la hora de
esterilizar biomateriales. Por g emplo, la autoclave es un método bastante econémico y
eficaz de esterilizacion, pero no se puede emplear con materiales sensibles a la humedad

0 a temperaturas superiores a 121 grados, de la misma manera que el calor seco
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tampoco se puede utilizar con materiales termosensibles. El 6xido de etileno puede
danar la composicion de algunos biomateriales, y es un gas toxico que a veces tarda
mucho tiempo en eliminarse del biomaterial una vez finalizado el proceso de
esterilizacion. Por el momento, los rayos gamma son la solucion ideal para esterilizar un
gran espectro de biomateriales que no podrian ser tratados con los otros tres métodos.
No obstante, la esterilizacion con rayos gamma es una técnica costosa que requiere

unas infraestructuras especiales de proteccion para la radiacion.

Los fluidos supercriticos de dioxido de carbono constituyen una alternativa ya que
han demostrado conseguir unainactivacion completa de un amplio rango de organismos
bacterianos a bajas temperaturas y en ausencia de disolventes organicos o radiacion.
Esta técnica ha sido utilizada para esterilizar materiales termolabiles e hidrolabiles
como los polimeros biodegradables de acido poli (lactico-co-glicolico) y  acido
polilactico sin causar dafio alguno a las propiedades fisicoquimicas de estos

biomateriales [30].

L os tratamientos con atas presiones para fines bactericidas se conocen desde |0s afios
setenta aunque su uso no fue muy generalizado debido a que las presiones, necesarias
para obtener una eliminacion eficaz de microorganismos, eran demasiado atas como
para ser practicadas a niveles industriales. El tratamiento con fluidos supercriticos de
dioxido de carbono (SC-CO,) podria convertirse en una alternativa relevante a los
costosos tratamientos de altas presiones para la inactivacion microbiana Yy esterilizacion
en el campo biomédico. La presion hidrostatica necesaria para conseguir la inactivacion
microbiologica esta entre 2000 y 7000 bar. Empleando condiciones de SC-CO, con
presiones entre 250 y 300 bar y temperaturas entre 35-75 °C se ha consegido reducir
bacterias y esporas como Lactobacillus brevis, Saccharomyces cerevisiae, B. cereus, B.

subtilis, B. megaterium, B. polymyxa, Y B. coagulans. La reduccion del numero de
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bacterias vivas obtenida por ciclo es de 10°® con respecto a numero inicial, lo cual se
define se como esterilizacion [134, 64, 65]. En estudios mas recientes, se consiguieron
reducciones de 7 ordenes de magnitud para bacterias Gram Negativo, Gram Positivo y

esporas de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y B. subtilis [135].

Los tratamientos con SC-CO, tienen un efecto letal también sobre células de hongos
como Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, y sobre
algunos virus como inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), Sindbis, polio Sabin

tipo |, y virus dela pseudorabia (PRV) [63, 34].

Ademas, los tratamientos con SC-CO, se pueden utilizar para eliminar las grasas
en xenoinjertos y aloinjertos dseos, dejando la microporosidad del hueso mas accesible
y aumentando la osteoconducion [33]. También se pueden utilizar los fluidos de SC-
CO, para eliminar contaminantes de biomateriales poliméricos como por ejemplo las

protesis de ligamento cruzado anterior de poliéster [35].

Los nuevos biomateriales para las terapias relacionadas con los tegjidos oseos
consisten de polimeros, proteinas y otras moléculas organicas e inorganicas que
mejoran sus propiedades biologicas fisicas y quimicas. El uso de estos nuevos
materiales limita en muchas ocasiones los métodos de esterilizacion con los que se
pueden tratar previo a su aplicacion in vivo. La esterilizacion por temperatura puede
utilizarse con solidos como la apatita y el polilactico, pero no se puede emplear con
otras sustancias, como las soluciones, por que las degrada. Ademas muchos
biomateriales son termosensibles y por ello la esterilizacion térmica hiimeda o seca

puede destruirlos o alterar sus propiedades biologicas [30].

Por este motivo, hoy en dia muchos biomateriales como poliésteres, los factores de

crecimiento, y proteinas morfogenéticas, solo pueden ser esterilizados con la
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exposicion a radiacion gamma 25 (kGy) o al oxido de etileno sin alterar la estructura y

las propiedades mecanicas [38, 108].

No obstante estas técnicas tiene también sus problemas, por ejemplo, se ha
demostrado que los implantes 6seos de copolimeros PLGA con HAP necesitan al
menos 14 dias de degasificacion después de haber sido esterilizados con EtO [168]. De
hecho muchos materiales pueden tener efectos toxicos significativos después de haber

sido tratados con EtO por los problemas gue tiene esta sustancia para ser eliminada[50].

Los rayos gamma por otro lado, son la opcion a elegir para esterilizar una amplia
variedad de biomateriales. La ordenanza 11137 de organizacion de estandares
internacionales 1 SO especifica que la radiacion gamma necesaria para asegurar el nivel

de esterilizacion requerido para materiales quirargicos es de 21,5 kGy.

Esta radiacion no tiene efectos negativos sobre la composicion o tiempo de fraguado
de los cementos 6seos poliméricos [120], pero si que reduce el peso molecular de las
cadenas poliméricas y empeora su resistencia a la fatiga asi como la fuerza de tension
[45, 52, 80]. De hecho todavia no esta claro si es mejor utilizar EtO para esterilizar los
cementos 6seos poliméricos [81]. Ademas, la radiacion gamma altera la viscosidad de
biomateriales como el quitosano, provoca la hidrélisis del acido polilactico y necesita

unos equiposy unas medidas de seguridad costosas.

La esterilizacion por ultrafiltracion se emplea con los monomeros liquidos de los
cementos de acrilato, porque estos no toleran la irradiacion, pero los materiales con
alta viscosidad como las soluciones de quitosano no pueden ser tratados con esta
técnica. Sin lugar a duda, muchos biomateriales son sensibles y deben de ser

esterilizados con métodos especiales [164].
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Hay pocainformacion en la literatura sobre las posibles técnicas de esterilizacion para
los cementos de fosfato calcico. El calor seco, el EtO y la autoclave son métodos
inapropiados par tratar los cementos de hidroxiapatita ya que la autoclave provoca una
agregacion prematura de los granulos del cemento. El calor seco y el EtO prolongan el
tiempo de fraguado y reducen dramaticamente la fuerza de tensién diametral. A pesar de
producir prolongaciones en el tiempo de fraguado y disminuciones en la fuerza de
tension diametral a medida que se aumenta la dosis, la radiacion gamma es la tnica
técnica aceptable hasta el momento para esterilizar los cementos de hidroxiapatita ya

gue eslatnica que no produce cambios en su estructura y composicion [139].

La esterilizacion de biomateriales, y en concreto los destinados a la regeneracion dsea
y tisular, como los cementos de fosfato calcico, es hoy por hoy un reto, ya que estos
materiales son termosensibles e hidrosensibles. La tnica opcion real de esterilizacion
para muchos biomateriales por € momento es la radiacion gamma, con sus
consecuentes problemas técnicos y de costo, asi como posibles efectos adversos que
puede tener sobre las propiedades mecanicas y biologicas de los injertos 6seos. Por
estos motivos, hemos decidido evaluar la posibilidad de emplear los fluidos SC-CO,
como tratamiento alternativo para la desinfeccion y esterilizacion de cementos dentales

y 0seos.
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2.6 Regeneracion o0sea con granulado de

cemento de brushita

El hueso es e tnico tejido del organismo capaz de regenerarse completamente
después de un trauma “restitution ad integrum “[89]. No obstante, esta capacidad es
limitada, como se observa después de una extraccion dental. Por ejemplo, después de la
extraccion se pierden 2mm de hueso durante los primeros 2 meses, y posteriormente se
sigue reabsorbiendo el hueso a un ritmo de 2 mm por aio, lo cual provoca dificultades a

la hora de aplicar algunos tratamientos dentales [19].

El gran desarrollo de la cirugia dental ¢ implantologica en los Gltimos afios ha sido
posible gracias a la investigacion en técnicas quirGrgicas y en biomateriales. No
obstante, la falta de hueso sigue siendo un problema que los implantologos tienen
todavia que afrontar, y se dedican muchos esfuerzos para encontrar una forma de

prevenir o de tratar la atrofia de la cresta alveolar [32].

Para obtener la regeneracion 6sea necesaria, se han probado diversos materiales
osteoconductores que aportan una matriz apropiada para guiar la nueva formacion de
hueso. Estos materiales pueden ser de origen bioldgico (autoinjertos déseos, gel de
fibrina, hueso desmineralizado liofilizado, quitosano, hidroxiapatita bovina, colageno...
etc.) o sintéticos (acido poli (lactico-co-glicolico), fosfato tricalcico, sulfato calcico,
hidroxiapatita sintética...etc.) [19, 138, 142, 154, 137, 144, 166, 149, 76]. Los
materiales sintéticos estan ganando creciente interés porque son mas baratos y no

presentan los problemas indeseados de infecciones y reacciones inmunitarias
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relacionados a uso de materiales de origen humano o animal. Recientemente, los
fosfatos calcicos han empezado a utilizarse en las clinicas demostrando en estudios in
vivo suU aptitud como injertos éseos en cirugia dental con un futuro prometedor [142,

154, 137, 144, 166, 149, 76, 13].

La composicion quimica de los materiales de fosfato calcico es apropiada para
preparar matrices y estructuras porosas que pueden favorecer la proliferacion de células
y vasos sanguineos durante los procedimientos de regeneracion oOsea [144]. Para
conseguir un aumento de la cantidad de hueso y también de su cualidad, es necesaria
una velocidad de reabsorcion aceptable que permita el crecimiento del hueso a medida
gue se va eliminando el material. La mayoria de los fosfatos calcicos, como HAP, tiene
una velocidad de reabsorcion muy lenta que dificulta la formaciéon de hueso nuevo
durante muchos meses después de su implantacion. No obstante, existen algunos
fosfatos calcicos como el B-TCPy el DCPD que tiene una capacidad de reabsorcion
aceptable. Estudios recientes in vivo han demostrado que el B-TCP es capaz de
promover € deposito de calcio, aumenta la actividad de la fosfatasa alcalina, se

reabsorbe y tiene mejor compatibilidad que el a-TCP[76, 92, 94, 101, 144, 166].

La importancia de los cementos basados en brushita viene de su capacidad de
descomponerse en ambientes fisiologicos y ser reabsorbidos por € organismo [142].
La brushita se disuelve a menos 3 veces mas rapido que la HAP o & B-TCP [22]. No
obstante la eliminacion de la brushita de la zona implantada es compleja y depende de
procesos fisioldgicos aparte de una simple disolucion [47]. Segln estudios in vivo parte
de la brushita es convertida en HAP después de 2 semanas de su implantacion, y a las 8
semanas, la actividad de remodelado mediada por células osteoclasticas es
predominante [25]. Esta conversion en HAP no es deseada porque desacelera la

velocidad de reabsorcion, y ocurre através de una reaccion quimica que libera protones
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y puede acidificar severamente el pH local comprometiendo la biocompatibilidad del
material. Se han dedicado muchos estudios a impedir esta conversion en HAP y
apantallar la reduccion del pH, afadiendo sales de magnesio o aumentando la fraccion
de B-TCP en & cemento. Hasta ahora, €l potencial regenerativo de los cementos de
fosfato calcico ha sido estudiado aplicandolos en forma de pasta de fraguado, pero
recientemente, su uso en forma de granulos o bloques fabricados a partir del cemento ya
fraguado esta ganando interés debido a 2 ventajas principales: primero, la preparacion
del cemento ya fraguado se realiza a bajas temperaturas lo cual permite anadir agentes
activos durante lareaccion de fraguado. Segundo, la mayor fraccion superficie/volumen
de los granulos del cemento fraguado es mas apropiada para un liberacion controlada de
medicamentos [13]. Ademas, se sabe que la transformacion de brushita en HAP
depende del pH local entre otros factores [15]. Al afiadir el cemento al hueso en forma
de granulos en vez de pasta, se puede ayudar a controlar mejor el cambio del pH local y

latransformacion de DCPD en HAP [141].

Los estudios in vivo aportan los datos necesarios para poder empezar los analisis
clinicos. Los cementos de fosfato calcico han sido ensayados en diversos modelos
animales [47, 25]. Existen dos modelos in vivo para examinar la capacidad de los
biomateriales como injertos osecos: i) el modelo del defecto de tamano critico y ii) el
modelo de la camara o6sea de titanio. En ambos casos, el defecto creado tiene que ser o
suficientemente grande como para retar al hueso adyacente con un espacio que
dificilmente podria rellenar de manera espontanea [51, 132]. La mayor parte de las
investigaciones de osteoconducion de biomateriales in vivo han Sido realizadas
utilizando el modelo del defecto de tamatrio critico. De esta manera el hueso neoformado
es evaluado a medida que progresa desde las paredes y suelo del defecto hacia €l

material (ver Figura 2.8-1a). Sin embargo, en cirugia dental, € hueso neoformado tiene
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gue crecer en una direccion vertical emergiendo de la superficie del hueso alveolar
[129]. El modelo de la camara de titanio es mas apropiado para cuantificar la
regeneracion vertical del hueso. En esté se introducen unas barreras en el defecto 6seo
gue impiden la formacion lateral del hueso y permiten su crecimiento solo de una
manera vertical a suelo del defecto y hacia el cuerpo del biomaterial como se ve

ilustrado en laFigura 2.8-1b [66, 68, 85, 86,].

Con la intencion de desarrollar un materiad que combinara caracteristicas de
reabsorcion y osteoconducion, hemos disefiado y sintetizado un nuevo tipo de cemento
de DCPD/B-TCP que fragua utilizando una solucion de acido glicolico (DCPD/ B-
TCP/GA) y muestra propiedades fisicoquimicas y mecanicas interesantes. El acido
glicolico es empleado en la reaccion de fraguado del cemento por su capacidad para
estimular la secrecion de la interleukina 6 que es un factor importante en el remodelado
6seo y puede beneficiar las propiedades biologicas del cemento aumentando su
velocidad de reabsorcion. [114]. Con este cemento se fabricoé un granulado que luego
injertamos en unas camaras de titanio adaptadas a la calota de un grupo de conejos y se

evalub a la capacidad regenerativa de hueso de este nuevo biomaterial.
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Figura 2.8-1. Representacion esquematica de las dos posibles formas de evaluar la regeneracion dsea
in vivo: @) regeneracion dsea con una direccion indefinida, y b) regeneracion 6sea vertical. El tejido 6seo
es representado como € fondo amarillo, las direcciones del crecimiento con las flechasrojasy los
obstaculos utilizados para limitar el crecimiento del hueso se representan como las lineas negras de trazo

grueso.
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3. Hipotesis y Objetivos:




3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis de trabajo

La combinacion de los cementos de brushita con acidos organicos y
macromoléculas como el condroitin 4 sulfato o el gel de silice, permitird obtener
materiales osteoconductores con mejores propiedades fisico-quimicas, que preparados

en forma granulada produciran una buena regeneracion 6sea in vivo.

El tratamiento con fluidos supercriticos de CO, podria ser considerado como una

nueva aternativa paralaesterilizacion de los cementos 6seos.

3.2. Objetivos de la Tesis:

1) Analizar el efecto de los acidos carboxi en el fraguado de los cementos
de brushita, y en particular el acido glicolico mediante la sintesis de
cementos de brushita fraguados con acido glicolico acético y citrico. Los
cementos obtenidos seran analizados y comparados mediante las técnicas de
SEM, difraccion de rayos X, fuerza de tension diametral, tiempo final de

fraguado y DSC.
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3)

4)

5)

3. Hipotesis y Objetivos

Estudiar lainfluencia del uso de gel de silice en la reaccion de fraguado del
cemento de brushita y en sus propiedades fisico-quimicas, determinando la
variacion de las propiedades mecanicas, el tiempo de fraguado y la

microestructura de |os cementos resultantes.

Vaorar el efecto del condroitin sulfato (C4S) sobre los cementos de
brushita evaluando su efecto sobre €l tiempo de fraguado, las propiedades

Mecanicas y la microestructura de los cementos resultantes.

Evaluar la posibilidad de emplear fluidos supercriticos de CO, para la
esterilizacion de cementos de brushita y metacrilato de metilo (Palacos®)
analizando las propiedades fisico quimicas de estos cementos antes y después de

su tratamiento con fluidos supercriticos.

Investigar la posible aplicacion en regeneracion 6sea de los granulados
fraguados de cemento de brushita (DCPD/ B-TCP/GA) mediante un modelo
experimental animal de camara de osteoconduccion en conejos, y evaluar el
efecto in vivo del nuevo biomaterial con las técnicas de densitometria de rayos

X, histologia éptica e histomorfometria.
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4. Materiales y Meétodos
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4.1. Materiales

Los siguientes reactivos fueron utilizados para producir € polvo del cemento:

Carbonato calcico, di hidrogeno fosfato calcico dihidrato, fosfato monocalcico
y pirofosfato sodico. Los reactivos se compraron a Sigma—Aldrich. Para
preparar las soluciones acidas que reaccionan con el polvo del cemento se
utilizé: acido glicolico (Sigma—Aldrich), acido acético (Merk), acido citrico
(Panreac). Para producir las soluciones y geles de silice se utilizd acido
fosforico, Aerosil e hidroxido de sodio de Panreac y el condroitin sulfato se
obtuvo de Sigma-Aldrich. Todos los reactivos fueron adquiridos con la mayor

pureza.

El cemento se fabrico preparando una fase liquida y una fase sélida que se

mezclaron posteriormente.

4.1.1. Preparacion de la fase solida del cemento

4.1.1.1. Sintesis de fosfato tricalcico beta

Para fabricar el fosfato tricalcico beta, se homogenizé con un mortero una mezcla
estequiométrica de carbonato calcico e hidrofosfato calcico dihidratado y se calent6 a
900°C durante 14 horas en un horno (Heraeus; Hanau kr-170)[110]. La reaccion

quimica de formacion del fosfato tricalcico beta viene dada por la ecuacion:

CaCO; + 2CaHPO4-2H,O — Cas (PO4)2 + TSHzO + TCOZ
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La composicion del producto obtenido se analizd6 con difraccion de rayos X

comprobandose que se habia sintetizado fosfato tricalcico beta puro.

4.1.1.2. Sintesis del polvo de cemento

Para obtener e polvo del cemento, se mezclaron con un mortero 1,428 g de fosfato
tricalcico con 0.8 g de fosfato monocalcico y 0,012 g de pirofosfato sddico. El polvo de
cemento obtenido se almacend en una secadora hermética con gel silice para mantenerlo

en un ambiente seco ya que el cemento se degrada con la humedad.

4.1.2. Preparacion de la fase liquida del cemento

4.1.2.1. Soluciones de acidos carboxi
0 i
Q 0
l )Sc /“\/ . )\\
a
o 7 4 O 0
(8]
Acido Citrico Acido Glicélico Acido Acético

Se prepararon soluciones de acido acético, glicolico y citrico a concentraciones de 0,5
M; 1,0M; 1,5M; 2,0M; 25M; 3,0M y 3,5 M. El analisis de pH de las soluciones se
realizo mediante un pH-metro Mettler Toledo (MP230), y también se calculd
matematicamente a través del pKa especifico de cada acido. Las lecturas del pH-metro

fueron contrastadas con el pH tedrico correspondiente a la molaridad de cada solucion
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acida. El pH teorico fue calculado a partir del pKa si HA es un 4cido débil, A" es su

cation y la formula de ionizacion del acido se escribe:

HAo H + A

La constante de acidez (Ka) se define:

[H'T[AT]
[HA]

El pKa es una constante caracteristica de cada acido, y valor para los acidos
empleados en nuestros experimentos se daen latabla4.1.1.

Tabla4.1-1. PKade los acidos carboxi investigados

Lo . Acido o Ly Acido
' A ¢
Acido Acético o cido Citrico Fosforico
oKal 475 3.83 3.15 2.12
oK a2 i ) 4.77 721
oKa3 i ] 5.19 12.7

Cabe destacar que en el caso de los acidos citrico y fosforico solo empleamos su
primer pKay descartamos €l efecto de los otros 2 por ser muy pequedio. El valor de la

Ka viene dado por la ecuacion:
Ka=-log™' pKa

Una vez obtenido el valor del Ka de cada acido se procedi6 a calcular la
concentracion de H* en cada solucion:

Ka[HA]
[A]

[H']
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En los acidos débiles [HA] = la molaridad del 4cido y [HA] = 1-[H] como
[H] =[AT] resulta:

[H'] [H'] _ [H]?

e LHT T MHT

Una vez obtenido el valor [H'], se obtiene el pH mediante la ecuacion que lo define:

pH =-log[H]

De este modo se puede calcular € pH de cada solucion acida en relacion a su

molaridad como se muestra en lafigura (4.1-1):

—m=— acético
3.0+ —e— glicdlico
- citrico
\ —v— fosférico
| |
2.5 ° \.
I
o —
E— ]
2.0 -
.
@
1.54 '\
1 v.
1.0 \\,
e
V\V\vf\,v

00 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0
Molaridad

Figura 4.1.-1 Relacion entre la concentracion molar y el pH de una solucién de acido
organico.

4.1.2.2. Sintesis de geles y soluciones de silice y C4S
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El gel de silice se preparo fundiendo una cantidad determinada de Aerosil con NaOH
2,0 M obteniendo concentraciones de SiO,: 8, 10, 15, 20y 25 g/L. El liquido se calento
2 horasa 60 °C para conseguir una completa disolucion a pH 12. Posteriormente e pH
de la solucion de silice se rebajo usando soluciones concentradas de acido fosforico
80 % 0 acido citrico (solido) hasta llegar a pH 6,0; 5,5; 4,0; 3,0; 2,5 y 2,0. Las
soluciones concentradas de silice polimerizan bien entre pH 7 y pH 4 produciendo
geles, mientras que a un pH inferior o a concentraciones de silice menores se obtienen
soluciones de iones de silicato que no gelifican. Para obtener el gel de silice con
concentracion de silice de 15 g/ y pH 4,1 en 0,5 M de acido citrico, se afiadio el peso
de acido citrico necesario para obtener una concentracion de la solucion de 0,5 M, luego
se procedio a rebajar el pH hasta alcanzar el valor de 4,1 afiadiendo pequefias cantidades
de acido fosforico al 80 %, de modo que el volumen y concentracion final del gel no se
vieran afectados. La incorporacion del condroitin sulfato a la solucion se realizo a
distintas concentraciones para evaluar su efecto sobre la reaccion de fraguado del
cemento. También se hicieron soluciones de C4S sin gel de silice. En ambos casos la

concentracion de C4S empleada estaba entre 0 % y 10 % peso/peso.

4.1.3. Tratamiento de los cementos con fluidos
supercriticos de CO,

La validez de la técnica de fluidos supercriticos se evalud investigando el efecto de
esterilizacion de estos fluidos sobre la estabilidad de dos cementos dseos bajo
condiciones estaticas de SC-CO; labrushita el polimetacrilato de metilo. Se precintaron
muestras de 1,5 g. de los dos cementos asi como de los componentes separados de los
cementos de brushita en bolsas para esterilizacion permeables al SC-CO,. Se

introdujeron las bolsas en una célula de saturacion de acero inoxidable preparada para
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soportar las altas presiones de los fluidos supercriticos (con un volumen interno de 157
ml). La célula fue introducida en una camara termo-eStatica donde alcanzd la
temperatura de 75 °C en 2 horas. La célula fue conectada a una bomba de presion
constante que impone una presion interna de CO, de 20 MPa generando € estado
supercritico del CO; en €l interior de la camara. Las muestras fueron mantenidas a 75 °C
y 20 MPa de CO, supercritico durante 2 horas que son las condiciones en las que se ha
registrado la mayor destruccion de esporas y bacterias en la bibliografia [134,135]. En
lafigura (4.1-2) vemos el diagrama de el dispositivo para generar la atmoésfera de CO,

supercritico.

Figura 4.1.-2. Esquema del aparato de SC-CO, (1) reservorio de CO,, (2) bomba, (3) bafio para
enfriar, (4) pulmon de presion, (5) célula de saturacion, (6) valvula de entrada, (7) valvula de salida,

(8) salida de gas, (9) camara termo-estatica, (10) termostato.

4.1.4. Preparacion de los cementos de brushita

Se pesan 500 mg del polvo de cemento en una placa petri de 10cm de diametro
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(Soriagreiner s.a)) y sevierte lasolucion o fase liquida sobre el centro del cimulo
de polvo de cemento mediante una micropipeta (Transferpette®). Se espera a que el
liquido sea absorbido por el polvo, y se mezcla la muestra con una espatula durante
30 segundos hasta conseguir una pasta homogénea. Los cementos se prepararon

utilizando 3 proporciones diferentes de polvo liquido (P/L):

500 g/0,195 ml (2.56 g/ml)

500 g/0,290 ml (1.72 g/ml)

500 /0,390 ml (1.28 g/ml)

Lareaccion de fraguado del cemento es la siguiente:

CG@(PO4)2 + Ca(H2P04)2 + 8H,O0— 4CaHPO4-2H-,O

Se fabricaron pastillas introduciendo la pasta del cemento en cilindros de plastico
con diametro interior de 8 mm evitando la formacion de burbujas para conseguir una
distribucion homogénea del material. Posteriormente el cemento fue retirado
después de haber fraguado obteniéndose pastillas con 8 mm de diametro y 4 mm de
espesor. Las pastillas se dejaron 48 h a temperatura y humedad ambiente antes de
ser utilizadas para medir la fuerza de tension diametral en seco. Por otro lado, la
fuerza de tension diametral en condiciones de humedad, (mas representativa
clinicamente) fue analizada después de dejar las pastillas del cemento 24 horas a
37 °C sumergidas en agua destilada. Para los andlisis de difraccion de rayos-X y
DSC las muestras de cemento preparado fueron pulverizadas con un mortero. En el
analisis de microscopia electronica de barrido se examinaron las superficies de
fractura de las distintas muestras. Las medidas de tiempo de fraguado se realizaron

introduciendo la pasta recién hecha en un cilindro de plastico de 1.5 cm de diametro
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y 1 cm de longitud. Los cilindros que se emplearon para preparar las pastillas de
cemento fueron siempre de plastico, ya que cuando se intento usar elementos de

cristal o metal, el cemento se adheria a la pared y resultaba dificil de retirar.

4.2. Métodos

4.2.1.  Métodos de analisis y caracterizacion fisico-

quimica

4.2.1.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido mide las diferencias en la cantidad de
calor aportado a una sustanciay a una referencia en funcion de la temperatura de la
muestra cuando las dos estan sometidas a un programa de temperatura controlado.
La calorimetria es el método mas ampliamente utilizado de todos los métodos de

analisis térmico [131].

El flujo de calor se corresponde a una potencia transmitida y por lo tanto, se
mide en Watios o mW. Con la integracion de la potencia con respecto al tiempo se
obtiene una cantidad de energia expresada en mWs. La energia aportada a la
muestra corresponde a un cambio exactamente igual ala entalpia de la muestra, que
es endotérmica cuando la muestra absorbe energia y exotérmica cuando la

desprende [5].
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Atmosfera de nitrogeno

Referencia

Dispositivos /
de L
calentamiento

Cables termo-pareja

Figura 4.2-1. Esquema del Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC).

Las medidas de DSC fueron realizadas con un calorimetro diferencial de barrido
Mettler DSC820 equipado con un refrigerador operado con nitrogeno liquido. La
escala de temperatura se calibro usando como referencia las temperaturas de fusion
del indio y €l zinc. El analisis en el DSC se realiza introduciendo las muestras de
5,0 mg en capsulas de aluminio y calentdndolas o enfridandolas a una velocidad de
20 6 10 grados por minuto en un ambiente inerte y seco mantenido por el flujo de
nitrogeno. Se realizaron dos ciclos distintos de temperatura; en el primero la
temperaturadeinicio sefijo en 10 °C y la temperatura de finalizacion fue de 500 °C,
en el segundo ciclo se comenzo a 25 °C, se enfrid la muestra hasta —30 °C con una
velocidad de enfriamiento de -5 °C por minuto, calentando posteriormente la
muestra hasta 500 °C con una velocidad de calentamiento de +20 °C/min. Las
medidas de DSC se realizaron 5 dias después del fraguado del cemento. Durante

este tiempo |as muestras se almacenaron a temperaturay humedad ambiente.
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4.2.1.2. Analisis de pérdida de peso por temperatura

En un analisis termogravimétrico se registra la masa de una muestra colocada en
una atmoésfera controlada, en funciéon de la temperatura o del tiempo al ir
aumentando |a temperatura de la muestra. [131]. Para estudios de pérdida de peso se
calentaron muestras de cemento pulverizado en una campana de vacio (-60 cmHQ)
atemperaturas de 120, 135, y 170 °C. Las muestras se mantuvieron 24 horas a cada

temperaturay se pesaron para evaluar la perdida de agua en relacion al peso inicial.

Este analisis se realizo con las muestras de cemento que fraguaron usando una
proporcion de polvo liquido 2,56 y soluciones 1 M de acidos acético, glicolico y

citrico.

4.2.1.3. Difraccion de rayos X

La técnica de difraccion de rayos X se basa en el fendmeno de interferencia o
difraccion que le ocurre a cualquier onda cuando pasa entre dos puntos separados a
una distancia similar a la longitud de onda. S los puntos son atomos, la distancia
interatomica es de unos pocos nanometros y las ondas adecuadas para que se de €l
fenémeno de interferencia son los rayos X. La ley de Bragg resume la relacion entre
la distancia interatomica, la longitud de onda () y la direccion donde se produce la
interferencia a través de la ecuacion de Bragg que se ilustra en la figura 4.2-2. En

difraccion de rayos X se emplea un haz de rayos X como onda incidente sobre la
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materia, y el fenomeno se produce debido a la interferencia de la radiacion emitida

por los atomos situados en determinadas posiciones.

Tubo de Rayos X Detector

Haz Incidente Haz reflectado

d=distancia de plano

Difraccion de rayos X
La ley de Bragg cuando
nh=2d sin{g)

Figura 4.2-2. Esquema queilustralaley de Bragg donde d = distancia entre planos, A = longitud

de ondaderayos X y 6= el angulo entre el rayo incidente y el reflejado.

Cuando analizamos con rayos X un material cristalino en €l que su estructura
atomica 6 molecular sigue un patron ordenado y repetitivo aparecen maximos de
difraccion y caracteristico de dicho material. Los materiales amorfos no poseen un
orden molecular definido y la difraccion que producen aparece difusa formando un
halo en e diagrama de difraccion. La difraccion de rayos X es una técnica ttil para
reconocer los tipos de cristal en un material. Aplicando el analisis de Rietveld se
puede calcular € porcentagje de los distintos tipos de cristal que se encuentran en un

material.
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Los estudios de difraccion de rayos X fueron realizados en un difractometro
Philips PW3050. Los difractogramas fueron registrados con un intervalo angular
entre 2=10 y 90° usando un tamafio de escalon de 0,04 grados por segundo. Los
picos relacionados con cada una de las fases presentes en el material se registraron
para obtener la composicion del cemento. En los difractogramas realizados para los
analisis de Rietveld se registraron entre 260=10 y 90°, con un paso de barrido de
0,03° y un tiempo de 3 s por paso. El analisis de Rietveld se hizo con el software
Xpert plus utilizando las referencias ICSD 016132 para la brushita e ICSD 06191

parael B-TCP.

4.2.14. Microscopia electronica de barrido

Cafion de
electrones

Lente
condensadora

Lente del
objetive
Panlalla  de Electrones de la
video muestra
Detector
Muestra
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La técnica de microscopia electronica, desarrollada por el Premio Nobel Ernst
Ruska, se basa en barrer con un haz de electrones una muestra cubierta con una
capa de carbono o de oro. Los electrones son dispersados y emitidos en todas las
direcciones siguiendo la microtopografia de la muestra. Un detector sensible a los
electrones recoge estas emisiones, y las convierte en una imagen visible que se
puede registrar en una pantalla de television o con una camara fotografica. El
analisis de microscopia electronica de barrido se realizo sobre las superficies
fracturadas de las muestras de cementos que fueron fijadas en portas de cobre. Se
produjeron replicas mediante sombreado con oro depositado con un Blazer Sputter
Coater (SCD-004) en una atmésfera de Argon de 0.05 torr y una corriente de 20
mA. La morfologia de las muestras fue examinada usando el microscopio
electronico JSM6400 SEM con una amplificacion original de 2000x. Las
micrografias obtenidas fueron examinadas con el programa Motic Image 2000
software, midiendo el tamano de 30 cristales de brushita por imagen y estimando

asi la media de los tamafos de los cristales de brushita por muestra de cemento.

4.2.1.5. Fuerza de tension diametral

La fuerza de tension diametral es un valor caracteristico de las propiedades
mecanicas de un material y se define la como la fuerza perpendicular al segmento

circular de un material que se requiere para producir su fractura [111].
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Las tabletas de cemento fueron analizadas con la maquina Pharma Test PTB
311E. Este aparato mide €l espesor (f), €l diametro (D) y la fuerza horizontal
necesaria para romper la tableta (P). Con estos valores se calcula la fuerza de

tension diametral empleando la siguiente formula:

Fuerza de tension diametral = 2P/n-D-¢t

4.2.1.6. Tiempo de fraguado final

El tiempo de fraguado del cemento se mide mediante el estandar internacional
ISO1566 para cementos dentales de fosfato de zinc [162]. En este método se
considera que el cemento ha fraguado cuando una aguja de Vicat con punta de un 1
mm de diametro y cargada con un peso de 400 g es incapaz de producir una
indentacion circular visible sobre la superficie del cemento. Para realizar esta
medida se enraso la pasta del cemento en un anillo de plastico con una profundidad
delcmy un diametro de 1,5 cm sobre una superficie planay lisa de vidrio, para

luego ser analizado con la aguja de Vicat (ProET]I).
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4.2.1.7. Espectroscopia de rayos infrarrojos (FTIR):

La espectroscopia infrarroja es una técnica util para determinar el tipo de enlace
quimico presente en una molécula. La frecuencia de infrarrojos se expresa como
numero de ondas (27/A) y sus unidades como el inverso de la de longitud de onda
(cm™). Los instrumentos habituales de IR tienen un rango de barrido entre 700 y
5000 cm. Esta frecuencia corresponde a energias entre 2 y 12 Kcal/mol, suficiente
para afectar las vibraciones de |os enlaces quimicos y al mismo tiempo bastante mas

baja que lanecesaria pararomper dichos enlaces.

TABLA 4.2.1.

Absorbanciainfrarrojade grupos funcionales

. Rango de
Tipo de enlace grupo Clase de compuesto frecuencia (cm™)
-CH alcanos 2850-3000
=C-H alquenosy 99mpuestos 3030-3140
aromaticos
. , =CH Alquiles 3300
Union sencilla
ahi dr(')geno 3200-3500 (Unido
acoholesy fenoles ahidrogeno)
3500-3700(libre)
COOCH acidos carboxilicos 2500-3000
N-H Amino 3200-3600
SH Tiol 2550-2600
c=C Alguenos 1600-1680
C=N imines, oxime 1500-1650
Doble enlace aldehid ¢
Cc=0 o e one Y 1650-1780
esteres
Triol | C=C Alquiles 2100-2260
fipie entace N=N Nitrilos 2200-2400

El espectro infrarrojo de un compuesto se obtiene en pocos minutos al someter

una peguena cantidad de muestra a una radiaciéon IR, y realizar un barrido de la
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radiacion que atraviesa la muestra a una frecuencia dada. La radiacion absorbida
por las moléculas aparece como una banda de absorcion caracteristica de los grupos
funcionales presentes en la misma e independiente de otros detalles de la estructura

de lamolécula.

Para obtener las tabletas necesarias para € analisis de FTIR las muestras del
polvo de cemento fueron mezcladas con bromuro de potasio (KBr) en una relacion
en peso de 1:15 (muestra: KBr) y comprimidas con una fuerza de 10 toneladas al
vacio. Se usa el KBr porque esinvisible alos rayos infrarrojosy por ello no afectaa
la lectura durante e analisis. Se utilizd un espectrofotometro de rayos infrarrojos
JascoFT/IR-350 para redlizar €l analisis y el rango de longitud de onda se fij6 entre
400 y 4000 cm™. En las muestras de PMMA También se realizo un analisis micro
FTIR para obtener una mayor precision. En este caso, el polvo de las muestras se
dispersd sobre un porta de KBr que luego fue analizado con un micro
espectrofotometro de rayos infrarrojos Jasco Micro FT-IR 200 barriendo longitudes

de onda entre 400 y 4500 cm™.

4.2.1.8. Dispersion de luz (ligth scattering)

La dispersion de luz es una técnica que se emplea para analizar y calcular el
tamafio de particulas con rango de didmetros entre el milimetro y € nanémetro.
Dispersion es el fendmeno que describe la deflexion de fotones por pequenas
particulas sin que este involucrado ningun proceso de absorcion molecular o de
emision. El cielo es azul porque las particulas que estan suspendidas en el aire
dispersan laluz azul. La dispersion es el proceso en el que particulas en suspension

en un medio con un indice de refraccion diferente difunden una porcion de la
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radiacion incidente en todas las direcciones. En la dispersion no hay transformacion
de energia solo cambio en la distribucion espacial de la radiacion. Junto a la
absorcion, la dispersion es la mayor causa de atenuacion de la radiacion en la
atmosfera y varia en funcion de la relacion entre el diametro de la particula y la
longitud de onda de la radiacion. Cuando esta relacion es menor a una décima,
ocurre la dispersion Rayleigh en la que el coeficiente de dispersion varia de manera
inversa a la cuarta potencia de la longitud de onda. A mayores valores de esta
proporcion, entre el didmetro de la particula y la longitud de onda, la dispersion

varia en un modo complejo descrito por lateoria de Mie.

Rayo de luz incidente

Dispersion"scattering de la luz

Figura 4.2-3. Dispersion de la luz por una particula

La dispersion de Rayleigh, ocurre cuando las particulas son mas pequefias que la
longitud de onda de la luz. La cantidad de dispersion Rayleigh de un haz de luz
depende del tamaiio de las particulas y de la longitud de onda de la luz, mientras que
la intensidad varia inversamente con la cuarta potencia de la longitud de de onda

segin una relacion que se denominaley de Rayleigh.
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Laintensidad 7 delaluz dispersada por unatnica particula cuando incide sobre

ellaun haz de longitud de onda A e intensidad / se calcula con la ecuacion:

I_Ilfl—l—ccrszﬁj (2?{)4 2 — 1\ (d\"
- 2R Ao\t 42) \2

donde R esladistancia hastala particula, 6 es el angulo de dispersion, n es el

indice de refraccion de la particula y d es el diametro de la particula.

La distribucion angular de la dispersion de Rayleigh esta gobernada por el

termino (1+cos’ 0) y es simétrica en el plano normal a la direccién incidente.

En nuestro trabaj o, hemos utilizado la técnica de dispersion de luz para analizar el
tamaio de las particulas del cemento. El analisis del tamafio de particula se realizo
con un equipo de dispersion de luz Malvern MasterSizer X. Se utilizaron las lentes
45mm 100mm y 300 mm necesarios para medir muestras de un diametro entre 0,1
pm y 300 pm. La longitud de onda del haz de laser se fijo a 690 nm. Las muestras
fueron suspendidas en etil acetato exponiéndolas a un bafio de ultrasonidos para
luego ser introducidas en el dispositivo de dispersion de luz mediante una bomba

“Malvern stirrer pump” en un flujo de etil acetato.

4.2.2. Estudios in vivo:

4.2.2.1. Preparacion de injertos 6seos granulados

Para los estudios in vivo se preparo un injerto dseo artificial a partir de un

granulado hecho con &l cemento ya fraguado. El polvo del cemento se fabricdé como
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ya ha sido descrito en el apartado de materiales (3.1.1.) y se mezclo con una

solucion de acido glicolico 1M en una proporcion polvo a liquido de 1.72 g/ml.

Una vez fraguado se moli6 el cemento para formar granulos que fueron
separados mediante tamices con poros de 200 um - 1 mm obteniéndose granulos
con tamafo comprendido entre 200 um y 1 mm. Estos granulos fueron empleados

posteriormente como injerto granulado para regeneracion dsea in vivo.

4.2.2.2. Regeneracion 6sea con el nuevo biomaterial:

Técnica quirdrgica

Para evaluar €l efecto in vivo de los materiales se realizaron pruebas en un grupo de 7

congjas New Zealand con mas de 6 meses de edad sanas 'y con peso entre 3.9y 4.4 kg

conforme con lalegislacion vigente. Los animales fueron acomodados en el animalario

oficial para ensayos animales de la UCM a 22-24 °C, con una humedad relativa de 55-

70 %, ciclos de luz de 12 horas y renovacion del aire 15 veces por hora. Los animales

fueron alimentados con una dieta Panlab SL de mantenimiento y agua ad libitum.

Los congjos fueron anestesiados con una dosis intramuscular de 0,75 mg/kg de
ketamine (Imalgene 1000, Rhone Merieux, France) y 0,25 mg/kg xilacine
(Rompun). Los animales se colocaron en posicion de decubito supino, con la cabeza
afeitada y la superficie cutanea desinfectada con una solucion de povidona yodada
previo a la operacion quirtrgica. La superficie 6sea de la calota fue expuesta
mediante una incision de aproximadamente 6 cm de largo sobre la linea media; la
piel fue elevada con un par de pinzas para hacer unaincision en el periostio similar a

lade lapiel. Se separo el periostio de la superficie 6sea con un periostotomo. Con
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una trefina adaptada a contrangulo de un fisiodispersador con irrigacion constate
con suero salino 0,9 %, se procedio a crear dos surcos circulares (10 cm de diametro

y 1mm de profundidad).

Los dos defectos fueron creados a cada lado de la sutura media sagital sin llegar a
alcanzarla. Posteriormente se cred una camara de conduccion Osea de titanio
mediante la fijacion de un anillo de titanio de 4 mm de altura en cada uno de los
surcosy se rebajo 1 mm el hueso cortical rodeado por los anillos mediante una fresa
redonda adaptada a una pieza de mano eléctrica. En cada conejo, la camara derecha
fue rellenada con el material de regeneracion dsea, y la contralateral se dejaba vacia
como control negativo. La idea de emplear los anillos de titanio es para impedir el
crecimiento lateral del hueso y permitir solo su crecimiento vertical tal como se

describe en el apartado (2.8.).

El periostio y los tejidos subcutaneos fueron suturados de manera rutinaria con
hilos de sutura reabsorbibles (dexon®3/0) con puntos continuos, mientras que la
piel fue suturada con hilo de seda (3/0). Como profilaxis post operatoria para
infecciones e inflamaciones, se administré a los conejos en el agua de beber
Terramicina® durante 7 dias. Los animales fueron sacrificados a las 4 semanas de la
intervencion con una sobredosis de pentobarbital sodio IV (Dolethal; Vetoquinol,

Francia).

4.2.2.3. Analisis de las muestras biologicas de hueso

regenerado

Para extraer los blogques de hueso que contenian las camaras de conduccion dsea

de titanio en las calotas de los animales se empled una fresa quirurgica adaptada a
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una pieza de mano eléctrica lenta. Las muestras se fijaron en una solucién tampon

fosfato apH 7,0 con formaldehido al 4 %.

4.2.2.3.1. Densitometria mineral osea

Los analisis de densidad mineral 6sea post mortem se realizaron en los bloques
de las calotas utilizando un densitometro XR-26 Norland. En cada bloque, se
analiz6 un area de 0,5 x 0,5 cm? dentro de las cémaras de regeneracion 6sea control
y experimental. La resolucion de exploracion fue de 1,0 x 1,0 mm?, laresolucién de
medida fue de 0,5 x 0,5 mm? y la velocidad de exploracion de 40 mm/s. El
contenido mineral 6seo (BMC) para las muestras control y experimental se obtuvo
del analisis de densitometria. La densidad mineral 6sea (BMD) se calculd usando la
ecuacion:

BMC

BMD = .
Area

donde el valor de BMC se expresaen gramosy € érea fue siempre 0,25 cm?

4.2.2.3.2. Histologia

El estudio histologico fue realizado por el Departamento de Anatomia y
Embriologia humana de la Universidad de Alcala de Henares siguiendo la técnica
descrita para el sistema Exakt®. La evaluacion de la neoformacion dsea se realizod
mediante microscopia optica. Las muestras de hueso fueron deshidratadas en series
ascendentes de alcohol (50-100 %) y embebidas en 2-hidroxi-etil-metacrilato para

formar bloques listos para cortar. Se cortaron secciones de 200 um de espesor con
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una sierra de banda (Exakt®). Posteriormente las secciones fueron adelgazadas por
pulido hasta llegar a un espesor de 50-80 um utilizando una pulidora Exakt® para

luego ser tefiidas con hematoxilina & eosina (HE) y azul de toluidina (TB) [31].

4.2.2.3.3. Histomorfometria

Para |os analisis histomorfométricos se capturaron las micrografias Opticas de las
secciones de las biopsias con una camara digital a 6 aumentos para luego ser
analizadas con el software histomorfométrico MIP-4. Se seleccionaron tres cortes al
azar por cada biopsia de las muestrasy se midio el area del defecto ocupado por el
hueso neoformado. El porcentagje de hueso neoformado fue calculado a partir de la

expresion:

Area de hueso neoformado
Area inicial del defecto

Porcentgj e de hueso neoformado (%) x100

4.3. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en los estudios fisicoquimicos
(apartado 4.2.1.) y en los estudios in vivo (apartado 4.2.2.) serealizo con el software
del programa Origin 6.0 para Windows Microsoft. Los valores de densidad mineral
Osea y porcentaje de regeneracion dsea fueron utilizados para comparar los defectos
experimentales con los defectos control. Primero se hicieron los analisis estadisticos
descriptivos para ambas poblaciones. Luego se examind que ambos grupos seguian

una distribucion gausiana mediante un test t de student para una sola poblacion con
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un nivel significativo de p<0,05. Finalmente se evaluaron las diferencias entre los
defectos control y experimental empleando el test t de student para dos poblaciones
con una nivel significativo de p<0,05. La ¢ de student se obtiene a partir de la
ecuacion:

Tt
siNm

Donde # es el tamaiio de la poblacion, i eslamediade lapoblacion * esla

¢

media de lamuestra y ¢ eslavarianza de la poblacion.

Posteriormente, con €l valor obtenido de ¢, en unatabla de interval os de confianza

Se contrasta ¢ con €l tamafio de la poblacion para obtener el intervalo de confianza.
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5.1. Efecto de los grupos carboxi sobre el

fraguado de los cementos de brushita

Los cementos de brushita son biomiméticos, no son citotoxicos, y son mas
biocompatibles y osteoconductivos que la gran mayoria de los cementos dentales [60,
37, 2]. Ademas estos cementos son de especial interés porque son reabsorbibles in vivo,
pero sus aplicaciones estan limitadas por su tiempo de fraguado demasiado corto, baja
fuerza mecanica y poca inyectabilidad. Se ha ensayado el uso de aditivos como el
pirofosfato el citrato y el sulfato sodico, para prolongar el tiempo de fraguado [14]. Por
otro lado, al anadir acidos carboxi en la reaccion de fraguado se consigue una cierta
mejora de las propiedades mecanicas y en el tiempo de fraguado de los cementos [140,
14]. Hasta el momento los acidos que habian demostrado tener los mejores efectos son
los acidos oligocarboxilicos a-hidroxi, especialmente el acido citrico. No obstante, el
acido citrico tiende a reaccionar con el calcio del cemento y forma una sal soluble en
agua que debilita las propiedades mecanicas del mismo. En nuestro trabajo hemos
decidido estudiar €l efecto de afadir al cemento de brushita un acido carboxi a-hidroxi
con una sal de calcio poco soluble en agua, como el acido glicélico, y comparar su
efecto con el de otros acidos. Para ello hemos mezclado la fase sélida del cemento
(descrita en el apartado 4.1.1.) con distintas fases liquidas que contienen los acidos
organicos: glicolico, citrico y acético (descritas en el apartado 4.1.2.). Los cementos
son mezclados (como se describe en el apartado 4.1.4.) y se analizaron sus propiedades
Mmecanicas y fisicoquimicas con el objetivo de profundizar el conocimiento acerca del
efecto de los acidos carboxi sobre la reaccion de fraguado del cemento, la estructura y

propiedades del mismo.
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5.1.1. Efecto de los acidos carboxi sobre el tiempo de

fraguado el cemento

Los cementos fraguados con acido glicolico y citrico son fluidos y faciles de manejar
mientras que el acido acético produjo cementos secos dificiles de manejar. Los
cementos que fraguaron con proporciones de polvo/liquido (P/L) 1,28 fueron los mas
fluidos seguidos por los preparados con P/L = 1,72 y finalmente los que fraguaron con

P/L = 2,56 fueron los menos fluidos.

De los acidos caboxi estudiados el citrico es un oligocarboxilico o-hidroxi, €
glicolico es monocarboxilico a-hidroxi, y el acético es monocarboxilico carente de
grupo OH. En relacion al tiempo de fraguado, los cementos que se prepararon con acido
citrico tuvieron tiempos de fraguado mas prolongados, seguidos por € acido glicolico,
mientras que los preparados con acido acético tuvieron tiempos de fraguado muy cortos.
Por regla general, cuanto mayor es la molaridad de la solucion acida, mas largo es el
tiempo de fraguado, con la excepcion del acido glicolico que con molaridades
superiores a3 M reduce el tiempo de fraguado del cemento. La relacion entre el tiempo
de fraguado y la molaridad de los distintos acidos presentes en la fase liquida se muestra

enlasfiguras5.1-1, 5.1-2, 5.1-3y 5.1-4 y losdatos se dan en latabla 5.1.1.
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Figura 5.1-1. Relacion entre el tiempo final de fraguado del cemento y la concentracion de acido

glicdlico en la fase liquida del cemento.
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Figura 5.1-2. Relacion entre el tiempo final de fraguado del cemento y la concentracion de acido

acético en la fase liquida del cemento.
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Figura 5.1-3. Relacion entre el tiempo final de fraguado del cemento y la concentracion de acido

Citrico en la fase liquida del cemento.
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Figura 5.1-4. Relacion entre el tiempo final de fraguado del cemento y la concentracion de los acidos

carboxilicos; comparacion entre el acido glicdlico, al acético y el citrico.
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TABLA 5.1.1:

Tiempo de Fraguado del cemento de brushita con (P/L 2,5) a usar distintas soluciones de acidos
carboxi en lafase liquida del cemento

Concentracion del Tiempo final de fraguado segiin el dcido empleado (horas, minutos)
acido en la fase liquida Citrico Glicolico Acético
del cemento
35M 5h 6 min 45min
3M 3h45min 9min 4 min
25M 1h35min 21 min 3,5min
20M 45 min 19 min 3min
15M 37 min 13 min 2,5min
10M 16 min 11 min 2min
05M 13 min 8min _

5.1.2. Fuerza de tension diametral de los cementos

La fuerza de tension diametral de los cementos se midio en dos situaciones distintas,
la primera después de dejar fraguar los cementos 48 horas a temperatura y humedad
ambiente (en seco), y la segunda situacion fue después de dejar fraguar los cementos 24
horas sumergidos en agua destilada a 37°C con el fin de simular el medio fisioldgico (en
agua). En las muestras que se dejaron fraguar en seco (figura 5.1-5.), los cementos
preparados con una proporcion P/L = 1,28 presentaron menor fuerza de tension
diametral en comparacion con los preparados con proporciones mayores de P/L,
ademas se observa que el acido anadido en la reaccion de fraguado tiene una influencia
considerable sobre la fuerza de tension diametral. Los cement0s que utilizaron acido
glicolico produjeron las fuerzas tension diametral mas altas, seguidos de cerca por los
gue usaron acido citrico, y muy por debajo los que usaron acido acético. Como se
observaen lafigura5.1-6, lafuerzade tension diametral de los cementos que fraguan en

seco y con P/L = 2,56, incrementa a usar molaridades de acido mas altas. Esta relacion
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es proporciona hasta 2,5 M para el acido citrico y 3,0 M para el acido glicolico. Por
encima de estas molaridades, estos dos acidos dejan de aumentar las fuerzas de tension
diametral, Ilegando incluso a reducirlas levemente. Por otro lado, las fuerza de tension
diametral en agua de los cementos fraguados con acido glicélico son significativamente
superiores a los fraguados con acido citrico, especialmente cuando se mezclaron con la
fase solida del cemento en altas concentraciones (ver figura 5.1-7). Atribuimos este
efecto a la alta solubilidad en agua de la sal de calcio que produce € 4cido citrico,
mientras que la sal de calcio del acido glicolico es poco soluble y por ello no debilita el

cemento.

XY &cido acético
6.0 722 acico glicolico
;_t\? 5.5 M 4cico citrico

2.56

Figura 5.1-5. Larelacion de la fuerza de tension diametral con el tipo de acido y la proporcion P/L

empleados en lareaccion de fraguado.
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agua a 37 °C (P/L = 2,56).
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5.1.3. Microestructura de los cementos

5.1.3.1. Difraccion de rayos X

La composicion mineral de los cementos se investigd con difraccion de rayos X. Los
difractogramas de los distintos cementos se muestran en las figuras 5.1-8 hasta 5.1-12.
Todas las muestras analizadas tienen un componente mayoritario de brushita y trazas
variables de B-TCP. Las muestras de cemento fraguados con acido citrico con P/L =
2,56 presentaron los picos de 3-TCP mas intensos en relacion con los de brushita. No
se detecto ningiin otro componente que brushita y B-TCP a excepcion de las muestras
gue usaron concentraciones altas de acido citrico (3,5 M)y P/L =2,56 que mostraron
en su composicion una significante cantidad de monofosfato calcio dihidrato

Ca (H,PO,)2H,0.

El analisis de difraccion de rayos X en funcion de la temperatura muestra que la
composicion de los cementos a 25 °C es brushita y B-TCP, a 140 °C sigue estando
compuesto por brushitay B-TCP con pequefias trazas de  monetita, mientras que a

200 °C el cemento esta compuesto principalmente de monetita.
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A Picos de TCP-B

Intensidad (unidades arb.)
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Figura 5.1-8. Difractograma de - TCP puro, sintetizado para fabricar lafase solida del cemento.

Acido citrico 1M

P:L 2.56
® Picos de Brushita
A  Picos de B-TCP

Intensidad (unidades arb.)

Angulo 26

Figura 5.1-9. Difractograma de |os cementos con P/L = 2,56 y concentracion de acido citrico 1 M en

lafase liquida de la reaccion de fraguado.

0



5. Resultados

Acido citrico 1M
* P:L 1,28
e picos de Brushita
A picos de B-TCP
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Figura 5.1-10. Difractograma de los cementos con P/L = 1,28 y concentracion de acido citrico 1 M en

lafase liquida de la reaccion de fraguado.

acido acético 1M
P:L 2.56

A Brushita

= B-TCP

Intesidad (unidades arb.)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Angulo 26

Figura 5.1-11. Difractograma de los cementos fraguados con P/L = 2,56 y una concentracion de acido

acético de 1 M en la fase liquida de la reaccion de fraguado.
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Acido glicélico 1M
P/L= 2,56
. e picos de Brushita
4 picos de B -TCP
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Figura 5.1-12. Difractograma de los cementos fraguados con P/L = 2,56 y una concentracion de acido

glicolico de 1 M en la fase liquida de la reaccion de fraguado.

5.1.3.2. Calorimetria diferencial de barrido

En la figura 5.1-13 se muestra la curva de DSC para el p-TCP donde aparece un
pequeiio pico endotérmico a 438 °C relacionado con pequenas cantidades de monetita
formada durante el almacenamiento del material. La curva de DSC de la brushita pura
gue se muestra en la figura 5.1-14 tiene 3 picos endotérmicos, uno pequefio a 160 °C,
otro muy marcado a 192 °C y un tercero a 433 °C. El primer pico esta relacionado con la
pérdida parcial de moléculas de agua de la brushita, el segundo pico corresponde a la
transformacion de la brushita en monetita, y el tercer pico se debe a la transformacion

de monetita en pirofosfato calcico.

En las figuras 5.1-15 y 5.1-16 se compara la curva de DSC de las muestras de
cemento preparadas con acido glicolico y acético siendo P/L = 2,56 y la concentracion

del acido 1 M. Como se puede ver en las figuras 5.1-15 y 5.1-16 las muestras que

92



5. Resultados

usaron acido acético y glicolico tienen un grafico de DSC muy similar al de brushita

pura (CaHPO, 2H,0). Alrededor de 190 °C se observa un pico endotérmico

correspondiente a la transformacion de brushita en monetita, este pico se traslado
ligeramente hacia menores temperaturas, probablemente debido a la presencia de los
acidos carboxi y sus sales entre los cristales de brushita. La curva de DSC de las
muestras de cementos preparados con acido citrico es muy diferente como se puede ver
en lafigura5.1-17. En este caso se ve un pico endotérmico alrededor de 113 °C y otro
mas pequefio a 183 °C. Los picos a 113 °C se acentuan en las muestras que se
prepararon con una mayor concentracion de acido citrico, y en las que usaban una

proporcion P/L mayor (ver figuras 5.1-18y 5.1-19).

Hay que mencionar que a calentar las muestras que se prepararon con acido citrico,
estas sufrian un cambio en su color de blanco & amarillo proporcional alaconcentracion
de acido empleada. Este cambio de color esta relacionado a la descomposicion del acido
Citrico que ocurre entorno a 140 °C. No se observa este cambio de color con el acido

acético ya que es volatil, ni con el acido glicolico, que se degrada a 70 °C.

5.1.3.3. Pérdida de peso en relacion al incremento de la temperatura

En la figura 5.1-20 se muestra la perdida de peso de los cementos en funcion de la
temperatura. La pérdida de peso debida al incremento de la temperatura fue mas
acentuada en los cementos con acido citrico, seguidos por los de acido glicdlico y
acético. Estos ultimos no tuvieron perdida alguna en su peso. También cabe mencionar
gue la pérdida de peso por causas térmicas fue mas pronunciada cuando la molaridad
del acido utilizado en el fraguado del cemento fue mayor. Los cementos preparados con

una solucion de acido citrico 1 My P/L = 2,56 perdieron un 8,3 £0,5 % de su peso
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cuando se calentaron hasta 170 °C. Los cementos con acido glicélico en la misma
concentracion y proporcion perdieron 4,7+0,5 % de su peso original cuando fueron
calentados a la misma temperatura. Mientras que los cementos que emplearon acido
acético perdieron 0,0+0,5 % de su peso original (ver figura 5.1-20). La perdida de peso
en funcion de la concentracion de acido se estudio para el acido citrico y se muestra en
lafigura 5.1-21. Los cementos que fraguaron usando acido citrico en concentraciones
de 0,1 M, 1My 2M en proporciones P/L = 2,56 tuvieron una perdida de peso cuando

eran calentados hasta 170 °C de 6,9+0,5; 8,3+0,5 y 10,5+0,5 respectivamente.

B- Fosfato Tricalcico

Flujo de calor >> Exo

100 200 300 400 500
Temperatura °C

Figura 5.1-13. Termogramade p-TCP puro
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CaHPO, . 2H,0

Flujo de calor >> Exo

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Temperatura °C

Figura 5.1-14. Termograma de la brushita pura

Acido acético 1 M
(PIL=2.56)

Flujo de calor >> Exo

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Temperatura °C

Figura 5.1-15. Curva de DSC de cemento fraguado con acido acético 1 M y P/L = 2,56.
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Acido glicélico 1 M
(P/L 2,56)

Flujo de calor >> Exo
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Figura 5.1-16. CurvaDSC del cemento fraguado con acido glicolico 1 M y P/L = 2,56.

Acido citrico 1 M
(PIL = 2,56)
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Figura 5.1-17. Curva DSC del cemento fraguado con acido citrico 1 M y P/L = 2,56.
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Figura 5.1-18. Curva de DSC de cementos fraguados con P/L = 2,56 y concentracion de acido citrico

01M,05My1M.

Acido citrico 1 M
(PIL = 2,56)
—— (PIL=172)
— (PIL=1,28)
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Figura 5.1-19. Curva de DSC de cementos fraguados con 1 M de acido citrico con

(PIL=172) y (PIL = 1,28).

(P/L =2,56),
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Figura 5.1-20. Grafico de perdida de peso en funcion de la temperatura para cementos fraguados con

P/IL =256y 1M deacido citrico, 1 M de 4cido glicdlico y 1 M de acido acético.
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Figura 5.1-21. Perdida de peso de los cementos fraguados con 0,1 M, 1 M y 2 M de 4cido citrico

(P/L = 2,56) en funcion de la temperatura.
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5.1.34. Microscopia electronica de barrido

La morfologia de las muestras de cemento se estudiéo con microscopia electronica de
barrido. En las figuras 5.1-22, 5.1-23 y 5.1-24 se muestran las micrografias obtenidas a
2000 aumentos para los cementos que fraguaron con proporciones de polvo liquido,
P/IL = 2,56, y soluciones 1 M de cada uno de los acidos estudiados. Los cristales agudos
y alargados caracteristicos de la brushita se aprecian claramente en todas las muestras.
Por otro lado, los pequenos y redondeados escasos cristales de fosfato tricalcico beta
solo se pudieron apreciar en las muestras que fraguaron usando acido glicolico y acido
citrico. Los cementos preparados con una solucion 1 M de acido acético y con P/L =
2,56 formaron cristales de brushita con una media de longitud de 6,12 micrometros
(Figura5.1-22). Los preparados con una solucion 1 M de acido glicolico (Figura 5.1-23)
y citrico (Figura 5.1-24), y con la misma proporcion de polvo liquido mostraron

cristales con unalongitud media de 2,47 um y 2,40 um respectivamente.

30pum

Figura 5.1-22. Micrografia de cemento fraguado con acido acético IM y P/L =2,56. La imagen
muestra una hegemonia de cristales de brushita alargados y puntiagudos, y practicamente no se detecta
ningun resto de cristales de B-TCP lo cual confirmalos resultados de difraccion de rayos X y DSC que

apuntaban un alto contenido de brushita.
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30pm

Figura 5.1-23. Micrografia de cemento fraguado con acido citrico 1 M y P/L = 2,56. La imagen

muestra cristales alargados (monoclinicos) de brushita asi como los cristales redondeados de B-TCP.

Figura 5.1-24. Micrografia de cemento fraguado con acido glicodlico IM con P/L 2,56. La imagen
muestra una gran cantidad de cristales monoclinicos alargados de brushita y una pequefia cantidad de

B-TCP.

100



5. Resultados

5.1.4. Discusion del efecto de la adicion de acidos carboxi

en la reaccion del fraguado del cemento

Los tres acidos organicos estudiados fueron capaces de inducir la reaccion de
fraguado del cemento. No obstante, tiempo de fraguado del cemento vario
considerablemente dependiendo del acido empleado, de la molaridad y de la proporcion
de polvo/liquido. La variacion mas considerable fue la relativa al tipo de acido
empleado; el acido citrico tiene un efecto prolongador de la reaccion, asi como el
glicolico mientras que el acético produce reacciones extremadamente rapidas. Este
efecto del acido citrico ya ha sido mencionado en la literatura, y segun los estudios
realizados se debe principalmente a que los 3 grupos carboxi que tiene esta molécula
pueden interaccionar con varios iones de calcio simultaneamente. Se cree que esto
ocurre especialmente en la superficie de crecimiento del cristal de brushita'y de este
modo el acido citrico inhibe la formacion de los cristales, produciendo cristales mas
pequefios y prolongando la reaccion de fraguado del cemento. A pesar de que no hay
constancia en la bibliografia sobre el empleo del acido acético y glicolico en los
cementos de brushita, el modelo del acido citrico puede explicar la razon por la que el
acido acético, a pesar ser un acido carboxi es incapaz de prolongar el tiempo de
fraguado. Este acido solo tiene un grupo carboxi, y solo podria interaccionar débilmente
0 bien con una molécula de agua, 0 con un tinico ion de calcio, y esta débil interaccion
seria insuficiente para ralentizar la formacion de cristales de brushita y alargar el tiempo
de fraguado. Sin embargo el acido glicolico tiene un solo grupo carboxi como el acido
acético, pero a diferencia de este ultimo, el acido glicolico produce una significativa
prolongacion del tiempo de fraguado del cemento. Lo que llama aun mas la atencion en

este fenémeno, es el hecho de que el acido glicolico, cuando es utilizado en
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concentraciones superiores a 3 M, invierte su efecto retardante y el cemento fragua mas
rapidamente. El acido glicdlico y el acético tiene el mismo niimero de grupos carboxi y
aun asi producen tiempos de fraguado dispares, los cementos fraguados con glicélico
tiene un tiempo de fraguado mas prolongado que los cementos fraguados con acido
acético. Este factor refleja el hecho de que el 4cido organico empleado en la reaccion de
fraguado de |os cementos de brushita debe ser a-hidroxi, es decir, que tenga a menos un
grupo OH ya que para obtener a inhibicion de la reaccion de fraguado, la interaccion
del grupo carboxi con losiones calcio debe de ir acompaiiada de una interaccion con las
moléculas de agua del medio mediante puentes de hidrogeno. En resumen los resultados
demuestran para obtener un efecto prolongador de la reaccion de fraguado, los acidos
organicos empleados deben de ser a-hidroxi y este resultado acaba de ser confirmado
por otros autores en estudios recienteg[8]. Por otro lado, la disminucion del tiempo de
fraguado a concentraciones de glicélico superiores a 3 M, la atribuimos a la formacion

de unafase insoluble de glicolato calcico que precipita mas rapidamente.

En cuanto a las propiedades mecanicas, los cementos fraguados con acido glicolico,
son superiores a los cementos fraguados con acido citrico, especialmente cuando se
emplean ambos acidos en concentraciones elevadas. Esto se debe al hecho de que estos
acidos organicos producen una fase de glicolato calcico o citrato célcico en el cemento.
El citrato calcico es mucho mas soluble en agua que el glicolato célcico, lo cual debilita
notablemente la estructura de los cementos fraguados con acido citrico cuando son

introducidos en un medio acuoso [8, 61].

Las 3 proporciones de polvo a liquido ensayadas fueron capaces de producir
cementos de brushita, no obstante, la fuerza de tension diametral del cemento varia
dependiendo de la proporcion de polvo/liquido utilizada. De hecho existe una relacion

entre la proporcion polvo/liquido del cemento y la fuerza de tension diametral. Esta
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ultima aumenta a medida que la proporcion de polvo a liquido aumenta, y esto ocurre
independientemente del tipo de acido o solucion empleado en la reaccion. Otros autores
han explicado este fenémeno, describiendo que a mayor porcentaje de liquido, el
cemento es mas poroso y menos denso, provocando una mayor fragilidad del mismo.
Por otro lado, cuanto mayor sea la proporcion de polvo, el cemento sera mas denso y
menos poroso aumentando asi sus fuerzas de compresion y de tension diametral [46].
Por estos motivos se selecciond una proporcion polvo/liquido de 2,56, descartando

proporciones de polvo/liquido inferiores ya que producian cementos mas fragiles.

Los analisis de difraccion de rayos X, DSC, SEM y pérdida de peso con temperatura
demuestran que las propiedades del cemento varian segtin el acido organico empleado.
Los cementos fraguados con acido citrico tienen unos cristales de brushita de menor
tamario, una fuerza de tension diametral alta y un tiempo de fraguado mas prolongado
[6]. Los cementos fraguados con acido glicolico tienen cristales de brushita pequefios, y
una fuerza de tension diametral superior pero un tiempo de fraguado no tan prolongado
como en los cementos que utilizaban acido citrico. Por otro lado, los cementos
fraguados con acido acético producen cristales de brushita mas grandes, tiene peores
propiedades mecanicas y tiempos de fraguado muy cortos. El acido citrico tiene mas
grupos carboxi que el acido acético y glicolico, esto mejora su capacidad de interactuar
con los iones calcio del cemento lo cual ayuda a prolongar €l tiempo de fraguado del

cemento.

Los analisis de difraccion de rayos X revelan que los cementos se componen
principalmente de brushita y de una pequeia cantidad de B-TCP. Las muestras de
cementos que fraguaron con una porcion polvo liquido superior tenian una fraccion
mayor de B-TCP debido a que la reaccion de fraguado no se puede completar por falta

deaguay protones. Lapresenciade B-TCP en laestructuradel cemento en cantidades
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pequeiias (alrededor de 10 %) mejora las propiedades mecanicas del mismo y ademas
tiene un efecto biologico positivo de biocompatibilidad [46, 109]. Por otro lado, los
cementos fraguados con concentraciones muy elevadas de acidos organicos tienen
fracciones de Ca(H2PO,4)-2H,0 en su composicion, esta sal es muy soluble en agua y
debilita la estructura del cemento, por eso, a usar concentraciones elevadas de acidos
organicos en el fraguado de los cemento ocurre una disminucién muy pronunciada de

|as propiedades mecanicas.

Seguin los analisis de Rietveld, los cementos que hemos preparado estan compuestos
fundamentalmente de brushita, por eso los diagramas de DSC deberian ser similares a
los de la brushita pura. El otro componente inorganico del cemento es el -TCP que no
sufre alteraciones por debajo de los 900 °C, por eso no se registra ninguna transicion

relativaal B-TCP en nuestras medidas, ya que estas se realizaron entre 20 y 500 °C.

El analisis de DSC indica que entorno a 130 °C la brushita sufre una deshidratacion
parcial perdiendo una de las dos moléculas de agua que contiene manteniendo su
estructura cristalina. Alrededor de 192 °C la brushita pierde su segunda molécula de
agua y se transforma en monetitay esta tiltima se convierte en pirofosfato calcico a
433 °C [9, 67]. EI DSC de la brushita pura muestra un pico endotérmico muy
pronunciado a 192 °C que corresponde a la transformacion en monetita, mientras que
los picos de deshidratacion parcial a 130 °C son muchos mas débiles lo que refleja la

facilidad de la brushita pura para perder su primera molécula de agua.

Los cementos fraguados con una solucion de acido glicolico 1 M, tienen un pico de
transicion de brushita a monetita en 186 °C y otro pico de transicion de monetita a
pirofosfato calcico en 427 °C. El pico de deshidratacion parcial de la brushita en torno a

130 °C es despreciable. Estos datos de DSC confirman la composicion de brushita del
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cemento aunque la ligera disminucion de las temperaturas de transicion demuestra la
presencia de impurezas en el cemento como el B-TCP y sadles de glicolato. En los
cementos fraguados con 1M de 4cido glicolico, éste constituye un 2,3 % del peso seco
del cemento y a calentar hasta 170 °C, se pierde el peso relativo al acido glicélico (la
temperatura de degradacion del acido glicolico es de 76 °C) ademas de un 2,4 % de peso

relativo a perdida de moléculas de agua.

Los picos endotérmicos de los cementos fraguados con acido acético son muy
parecidos a los de la brushita pura 190,2 °C y 432,6 °C. Ademas los cementos no tienen
ninguna perdida significativa de peso cuando fueron calentados hasta 170 °C. Estos
datos reflejan la pureza del 1a brushita obtenida asi como el bajo contenido de agua libre

en la estructura del cemento.

En cambio los DSC de los cementos fraguados con acido citrico tienen 3 picos
endotérmicos 113 °C, 183 °C y 409 °C. Los picos a 183 °C y 409 °C se deben a la
transformacion de la brushita en monetitay después en pirofosfato célcico, los cuales se
encuentran a menor temperatura que los picos de la brushita pura (192 °C y 433 °C)
debido alapresencia de impurezas. Los picos a 113 °C y 183 °C varian de intensidad de
forma inversiva en funcion de la concentracion de acido o la fraccion polvo liquido
empleados en la reaccion de fraguado. Los picos de 113 °C son mas intensos al
aumentar la concentracion de acido citrico en la fase liquida del cemento. La difraccion
de rayos X en funcion de la temperatura refleja que el pico endotérmico a 113 °C no se
debe a la transformacion de brushita en monetita, por lo que la causa de este pico
endotérmico es la perdida parcial de agua de la estructura del cemento. Posiblemente el
agua de lasuperficie de los cristales de brushitay el agua adheridaa las moléculas de
acido citrico. Esto significa que los cementos fraguados con acido citrico tienen mas

afinidad al aguaimpidiendo la deshidratacion parcial de la brushita que ocurre alrededor
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de 113 °C.

Las muestras de cemento fraguadas con acido citrico 1M y P/L = 2,56 perdieron un
8,3 % de su peso origina cuado fueron calentadas hasta 170 °C. El acido citrico
representa el 5,8 % del peso seco del cemento y tiende formar un monohidrato
uniéndose a moléculas de agua que aumentan el peso seco del cemento en un 0,5 %. El
acido citrico se deshidrata a 135 °C y se descompone a 175 °C. Los picos endotérmicos
en laregion de 140 °C y 170 °C corresponden a esa deshidratacion y descomposicion de
este acido, mientras que el pico a 113 °C y 180 °C corresponden a la deshidratacion de
la brushita. Estos datos indican que e 4cido citrico inhibe notablemente la

deshidratacion parcial de la brushita.

Los estudios calorimétricos reflejan que solo el acido glicolico y el acido citrico
fueron capaces de aumentar la cantidad de agua libre en el cemento mientras que €l
acido acético no. Este factor esta relacionado con la capacidad de interaccion de los
acidos o-hidroxi con las moléculas de agua mediante puentes de hidrogeno. Por
giemplo, los iones de glicolato pueden formar compleos con los iones calcio y 4
moléculas de agua [145]. Las moléculas con grupos carboxi asociadas a grupos OH
tienen un efecto inhibidor sobre la reaccion de fraguado de los cementos de fosfato
calcico [8, 61, 88]. Por €elo los acidos carboxilicos o-hidroxi como el citrico, el
maléico, el tartarico el malico y el succinico tienen un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de los cristales de carbonato de calcio mientras que el acido acrilico (no a-
hidroxi y mas parecido al acético) carece de esta propiedad [155]. Esto se debe a que
los acidos carboxi a-hidroxi tienen mayor afinidad sobre el calcio de la superficie de los
cristales que sobre los iones calcio libres en solucion, sin embargo, el acido acrilico,
falto de grupos OH, a interaccionar con los iones calcio de la solucion pierde

solubilidad y precipita rapidamente sobre los cristales de carbonato de calcio y acelera
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la cristalizacion. Algo parecido le ocurre al acido acético ya que tiene un efecto
acelerador sobre las reacciones de fraguado del cemento, mientras que los acidos a-
hidroxi citrico y glicolico, inhiben la reaccion mediante interacciones con las

superficies de los cristales de brushita.

El acido citrico es un agente reductor de agua en la mezcla de fraguado de los
cementos de fosfato calcio debido a su alta afinidad por € agua lo que hace que se
pierda muy poco agua durante la mezcla del polvo del cemento con el liquido [122].
Mediante los analisis de DSC y de perdida de peso por la temperatura hemos
demostrado que el acido glicdlico y el citrico mantienen su alta afinidad por el agua aun

estando en la estructura del cemento fraguado.
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5.2. Cementos fraguados con geles de silice

La silice es un material biocompatible con propiedades osteoconductoras y su
aplicacion en los cementos de fosfato calcico levanta un especial interés como agente
gue facilita la inyeccion y manipulacion de los mismos [29]. Por este motivo hemos
analizado e efecto que tiene anadir gel de silice al cemento de brushita sobre el tiempo

de fraguado, |as propiedades mecanicas y la micrestructura.

Los geles de silice fueron preparados como se explica en el apartado 4.1.2.2 y las
muestras de cemento se realizaron mezclando dichos geles con el polvo del cemento tal
como se describe en los apartados 4.1.1 y 4.1.4. Los cementos fueron preparados con

P/IL = 2,56.

Utilizando geles de silice en el fraguado del cemento de brushita se obtuvieron
cementos fluidos con una textura mas cohesionada. Las propiedades mecanicas y
tiempo de fraguado y estructura cristalografica fueron estudiados en funcién de la

cantidad de gel de silice afiadido al cemento.

5.2.1. Fuerza de tension diametral

Las muestras de cemento con distintas concentraciones de silice se mantuvieron a
temperatura y humedad ambiente. Los cementos preparados con mas de 10 g/L de
silice en la fase liquida tubieron las mayores fuerzas de tension diametral que

alcanzaron el valor de 3,71 MPa (ver figura 5.2-1). Por encima de la concentracion de
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15 g/L de silice, el gel fue demasiado hidrofilico e incapaz de donar las moléculas de
agua necesarias para completar la reaccion de fraguado, dando lugar a cementos secos
dificiles de manejar. Ademas, se analizaron los cementos producidos usando una
concentracion de silice 15 g/L, con diferentes pH, y se observo que lainfluencia del pH
sobre la fuerza de tension diametral es poco significativa cuando se utilizan geles y

soluciones de silice con pH entre 6,0 y 2,0, tal como se ilustra en la figura 5.2-2.

Simulando las circunstancias fisiologicas, se hicieron ensayos para detectar la
influencia del grado de humedad sobre el cemento, dejando las muestras una vez
fraguadas 24 horas en agua a 37 °C, antes de ser analizadas. Se observo que el gel de
silice apenas afectaba las propiedades mecanicas de |os cementos cuando estos se

encuentran en un medio similar al fisiologico, tal como se ve en la figura 5.2-3.
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Figura 5.2-1. Fuerza de tension diametral en funcion de la concentracion de gel o solucion de silice

con pH fijoa (5,5). Las muestras se mantuvieron a temperaturay humedad ambiente.
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Figura 5.2-2. Relacion entre la fuerza de tension diametral de los cementos fraguados con gel de silice

15g/L y el pH delafase liquida empleada en el fraguado del cemento. Como se observa, el pH delos

geles empleados apenas influye sobre lafuerza de tension diametral del cemento en el rango estudiado.
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Figura 5.2-3. Fuerza de tension diametral en funcion de la concentracion de solucién de silice sin

gelificar con pH fijado a (5,5). Las muestras se mantuvieron en un medio de humedad 100 % y

temperatura 37 °C después del fraguado del cemento.
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Tiempo final de fraguado

La figura 5.2-4 muestra el efecto de la silice en € tiempo de fraguado. Cuando se

anade la silice en forma de solucion antes de completar la gelificacion, el tiempo de

fraguado (2 min) es considerablemente menor que cuando se afade la silice gelificada

(4 min). Ademas como puede verse en la figura 5.2-4, la concentracion de silice, en el

rango 5 g/L a 30 g/L, apenas influye en el tiempo de fraguado. Los datos de la tabla

5.2.1. indican que el uso del gel de silice no parece afectar al tiempo de fraguado de los

cmentos de brushita, ya que con los geles se obtienen valores similares a los

conseguidos con agua destilada o con soluciones de acido fosforico (2M).

Tiempo final de fraguado (minutos)
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o o1 ©O o0 O 0o O o O U O
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solucion de silice gelificada ( ® )
solucién de silice no gelificada ( = )

o

5 10 15 20 25 30
[SiO,] (g/L)

Figura 5.4-4. Tiempo de fraguado del cemento en funcion de la concentracion de silice anadida en la

fase liquida del cemento (silice gelificada y silice no gelificada).
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Tiempo de fraguado de los cementos a usar acido fosforico, agua destilada y gel de silice.

Tipo de solucion pH Tiempo de fraguado final
minutos

2M H3PO, >1 3min

H0O 6,0-5,5 4min

SiO,(5g/L) gel 6,0-5,5 4min

SiO(8g/L) gel 6,0-55 3min

SiO,(10g/L) gel 6,0-55 4min

SiO,(15g/L) gel 6,0-5,5 3,5min

Si0,(20g/L) gel 6,0-5,5 4min

SiO(25g/L) gel 6,0-55 4min

5.2.3. Microestructura de los cementos

5.2.3.1. Difraccion de rayos X:

En las figuras 5.2-5, 5.2-6 y 5.2-7 se presentan algunos diagramas de difraccion de

rayos X de los cementos que fraguaron usando gel de silice. Todas las muestras

analizadas tienen un componente principal de brushitay pequedias trazas p-TCP. El gel

de silice es amorfo y como su cantidad en el cemento fraguado es pequefia la intensidad

del halo amorfo es mucho menor que laintensidad de los picos cristalinosy por ello no

esvisible en los difractogramas realizados.
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Figura 5.2-5. Difractogramadel cemento de brushitafraguado con gel de silice [SiO,] =20 g/L

y pH=6,0; ( ®) Brushita(A)TCP- .
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Figura 5.2-6. Difractograma del cemento de brushita fraguado con gel desilice [SiO,] = 10 g/L

y pH=57, (e)Brushita(A)TCP-B.
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Intensidad (unidades arb.)
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Figura 5.2-7. Difractograma del cemento de brushita fraguado con solucion de silice, [SiO,] = 10 g/L

ypH =2,3; (e)Brushita(A)TCP-p.

Del analisis de Rietveld a partir de los difractogramas de rayos X se obtuvieron los
porcentajes en peso de las fases de B-TCPy brushitaen los cementos (25% Yy 75 %
respectivamente). Se detecta una leve disminucion en el porcentaje de brushita
acompanada por un incremento de B-TCP a medida que se afiaden geles mas

concentrados a la reaccion de fraguado.

5.2.3.2. Calorimetria diferencial de barrido de las muestras de
cemento

En las figuras 5.2-8 y 5.2-9 y 5.2.10, se muestran los graficos de DSC de cementos
preparados con 15 g/L de gel y diferentes tiempos de polimerizacion del gel. Estas
curvas son caracteristicas de la brushita, teniendo los dos picos endotérmicos
especificos de la brushita a =192 °C y =433 °C, que corresponden a las reacciones

guimicas: CaHPO4,2H,O0 — CaHPO, + 12H,O (192°C)
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2CaHPO, — CaP,07; + tHO (433°C)

El pico alrededor de 100 °C esta relacionado con la evaporacion de las moléculas
libres de agua del gel. Este pico es mas pronunciado en los cementos que fraguaron
usando el gel de silice con 24 h de polimerizacion, seguido por los que fraguaron
usando una solucion de silice con 0 h de polimerizacion. Finalmente los que fraguaron
con agua destilada tenian el pico de agua libre mas pequefio (figura 5.2-9), lo que parece
indicar que el gel ayuda aretener agua en el cemento. Este fenomeno sugiere que el uso
del gel desilice, y en especial el que lleva 24 h gelificado, presenta una mayor afinidad
por el agua. El mismo fenémeno se observa en el otro pico endotérmico a ~150 °C que
corresponde a agua en cluster dentro del gel o al agua superficial de los cristales de

brushita

Flujo de calor >> Exo

-100 ' 6 ' l(I)O ' 2(I)O ' 3(I)0 ' 4(I)O ' 5(I)O '
Temperatura °C
Figura 5.2-8. Termograma de cemento fraguado con gel de silice, 15 g/L pH (6-5,5), con 24 h de
polimerizacion. El grafico muestra cuatro picos endotérmicos pronunciados, el primero alrededor de 100
°C relacionado con la evaporacion de agua libre, el segundo a 150 °C relacionado con la evaporacion del
agua en cluster, € tercero a 180 °C corresponde a la transformacion de brushita en monetita, y el cuarto a

430 °C corresponde a la transformacion de la monetita en piro fosfato calcico.
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Flujo de calor >> Exo

-100 0 100 200 300 400 500
Temperatura °C
Figure 5.2-9. Grafico de DSC de un cemento fraguado con una solucion 15 g/L de silice a pH (6-5,5)
con 0 h de polimerizacion. Se observa un pequefio pico endotérmico alrededor de 100 °C provocado por

el agua libre, otro pico a 180 °C indica la transformacién de la brushita en monetita y un tercer pico a

430 °C relacionado a la formacion de pirofosfato calcico.

Flujo de calor >> Exo

T T T T T T T T T T T 1
-100 0 100 200 300 400 500
Temperatura C°

Figura 5.2-10. Grafico de DSC para un cemento fraguado con agua destilada a un pH (6-5,5), €l
grafico muestra un pico endotérmico de evaporacion de agua muy pequefio alrededor de 100 °C. Ademas

también se ven los picos caracteristicos de la formacion de monetita y pirofosfato.
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5.2.3.3. Microscopia electronica de barrido

Como se muestra en la figura 5.2-11 los cristales de brushita estan claramente
separados y diferenciados cuando el cemento fragua empleando unicamente agua
destilada. Por €l contrario, cuando se utiliza el gel de silice los cristales de brushita
estan mas compactados. Las micrografias de los cementos fraguados con gel de (15 g/L,
pH 6-5.5) y solucion de silice (15 g/L, pH 2) tienen una morfologia compacta muy
similar en ambos casos, debido a que se necesita aplicar mas fuerza con la espatula para

mezclar los componentes del cemento (ver figuras 5.2-12 y 5.2-13).

Figura 5.2-11. Micrografia de cemento fraguado con agua destilada (pH 6-5,5), amplificacion x 2000.
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Figura 5.2-12a. Micrografia de Cemento fraguado con gel de silice (15 g/L, pH 6-5,5),

amplificacion x 2000.

200pm

Figura 5.2.12b. Micrografia de cemento fraguado con gel de silice (15 g/L, pH 6-5,5),

amplificacion x 300.
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Figura 5.2-13a. Micrografia de cemento fraguado con solucién de silice (no gel) (15 g/L, pH 2),

amplificacion x 2000.

f 200um 1

Figura 5.2-13b. Micrografia de cemento fraguado con solucion de silice (no gel) (15 g/L, pH 2),

amplificacion x 300.
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5.2.4. Discusion del efecto del gel de silice sobre el
cemento de brushita

El uso de gel de silice mejora las propiedades mecanicas del cemento sin afectar al
tiempo de fraguado o a la composicion cristalografica final del mismo. Ademas, el gel
de silice meora las propiedades del cemento aplicando un medio con un pH
relativamente moderado 5,5y 6. La mezclay maneo del cemento que emplea gel de
silice en su composicion es mas facil que cuando se usan soluciones liquidas. Por otro
lado, a analisis de DSC revela una mayor afinidad del cemento por el agua al anadirle
el gel de silice aumentando la cantidad de agua libre en el cemento asi como el agua en
la estructura mejorando la hidrofilicidad del mismo. Ademas, los polimeros de geles de
silice tienen grupos hidrofobicos también que pueden interactuar parcialmente con
grupos hidrofobicos moléculas involucradas en la regeneracion tisular como lipidos,
proteinas, interleuquinas, hormonas o factores de crecimiento. De hecho los geles de
silice se utilizan de manera rutinaria en cromatografia y HPLC para separar todo tipo de

moléculas debido a su naturaleza hidrofilica e hidrofobica [133].

La influencia de la silice como agente promotor de la formacion dsea es evidente a
pesar de que no se conoce aun con exactitud su mecanismo funcionamiento [73]. El gel
de silice estimula la actividad osteoblastica in vivo y usando injertos de silice los
nicleos de neoformacion 6sea aparecen primero y mineralizan antes [1, 158]. Por eso
ya se han empezado a desarrollar injertos oseos artificiales basados en silice que forman

mas hueso in vivo que los basados en HAP [53].
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Resumiendo, el gel de silice ademas de ser un aditivo economico y biocompatible,
facilita el mangjo de los cementos y podria mejorar las propiedades biologicas de los

mismos in vivo.
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5.3. Cementos fraguados con moléculas que
estimulan la regeneracion o0sea: Condroitin

sulfato.

Tal y como se explica en el apartado (2.6.) e condroitin sulfato (C4S) es un
polisacarido extracelular con propiedades osteinductivas, que al mismo tiempo contiene
una gran cantidad de grupos carboxi en su composicion que pueden influir de manera
positiva en la reaccion de fraguado. Por estos motivos hemos realizado este estudio en
el que analizamos el efecto que tiene el C4S sobre la reaccion de fraguado. Para ello se
mezclo el polvo de cemento descrito en el apartado (4.1.1.) con las soluciones de
condroitin sulfato descritas en e apartado (4.1.2.2.). Las soluciones de condroitin
sulfato fueron mezcladas con acido citrico para conseguir cementos con un manejo y
tiempo de fraguado mas adecuados. A su vez, los cementos preparados con soluciones
de C4S fueron comparados con cementos fraguados con 0,5 M de acido citrico, ya que
esta solucion ha demostrado en numerosos articulos mejorar considerablemente las
propiedades de |os cementos de brushita. También se prepararon cementos con geles de
silice y C4S. En todos los casos, el pH de la fase liquida se mantuvo a 4,1 y el P/L a

2,56.
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5.3.1. Influencia del C4S sobre el tiempo de fraguado

En lafigura5.3-1 serepresenta el tiempo final de fraguado del cemento en funcion de
la concentracion de C4S para muestras preparadas con y sin gel de silice. Como se ve en
la figura 5.3-1 con pequeiias concentraciones de C4S (entre 1 y 8 %) se consigue
prolongar el tiempo de fraguado del cemento, mientras que a concentraciones superiores
a 8 %, el tiempo de fraguado disminuye. Como también puede verse en la figura 5.3-1

al anadir gel de silice a la reaccion, apenas cambia el tiempo de fraguado.
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Figura 5.3-1. Tiempo de fraguado del cemento en funcion del contenido de C4S para muestras

preparadas con gel de silice (triangulos) y sin gel de silice (cuadrados).
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5.3.2. Propiedades mecanicas de los cementos con C4S

Se prepararon muestras de cementos con una fase liquida que contenia acido citrico
(0,5 M) y C4S (0-10 % peso/ peso) pero sin gel de silice. También se prepararon otros
cementos con unafase liquida que contenia gel de silice (15 g/L) aparte de acido citrico
(0,5 M) y C4S (0-6 %). No fue posible preparar una pasta de cemento con una reaccion
de fraguado apropiada s empleabamos fases liquidas con concentraciones de C4S
superioresa 10 % (paralos cementos sin gel de silice) y al 6 % (para los cementos con

gel desilice).

La dependencia de la fuerza de tension diametral del cemento en funcion de la
concentracion de C4S se muestra en la figura 5.3-2a. Para cada concentracion de C4S se
prepararon 10 muestras distintas de cemento que fueron analizadas y se calcul6 la media
y la desviacion estandar. Como se ve en la figura 5.3-2a, la fuerza de tension diametral
aumenta levemente a anadir C4S en concentraciones de hasta 2 %, no obstante, después
de este punto, la fuerza de tension diametral del cemento sufre una reduccion de hasta
un 20 % de su valor original. El efecto del gel de silice se muestra en la figura 5.3-2b,
cuando se anade gel de silice a la solucion de C4S, la fuerza de tension diametral se

mantiene inalterada usando concentraciones de C4S inferiroes a 6 %.
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HEPREEN
o N

0,54

Fuerza de tension diametral (MPa)

0,0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Porcentaje en peso de C4S en la fase liquida del cemento

Figura 5.3-2a. Fuerzadetension diametral del cemento fraguado con C4S en funcion de la

concentracion de C4S.
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Figura 5.3-2b. Fuerza de tension diametral en funcion de la concentracion de C4S para las muestras

preparadas empleando 15 g/L de gel de silice en la fase liquida del cemento.
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5.3.3.  Difraccion de rayos X en cementos con C4S

Como seilustra en la figura 5.3-3, el analisis de difraccion de rayos X indica que la
composicion del cemento después de completar lareaccion de fraguado es brushitay -
TCP. No se detectaron picos de intensidad relacionados con otros componentes. Con €l
analisis de Rietveld obtuvimos los porcentajes en peso del B-TCP y de la brushita en
los cementos sintetizados y |os resultados se dan en la tabla (5.3.1). Se observa que el
cemento con C4S tiene una composicion aproximada de 25 % B-TCPy 75 % B-TCP. Se
aprecia una reduccion en el porcentaje de brushita acompanada con un subsiguiente
aumento de B-TCP a medida que se introduce condroitin sulfato y gel de silice en el

cemento.
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Figura 5.3-3. Diagrama de difraccion de Rayos X correspondiente a las muestras de cementos que han
fraguado utilizando las siguientes fases liquidas en la reaccion de fraguado: A) 0,5 M 4cido citrico;
B) 0,5 M écido citrico + 2 % C4S; y C) 0,5 M &cido citrico + 2 % C4S + 15 g/L gel de silice. Los

triangulos negros corresponden a los picos de B-TCPy los circulos con cruces a los picos de brushita.
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TABLA 5.3.1:

Lacomposicion del cemento fraguado con distintas combinaciones de 4cido citrico, C4S, y gel de

silice, tal como se obtiene del anélisis de Rietveld.

Composicion de la fase liquida del cemento
Composicion del

0,5 M acido citrico 0,5 M acido citrico 0,5 M acido citrico + 2 % C4S
cemento fraguado
+2%C4S +15¢g/L SO,
Brushita (porcentaje) 75 % 73% 70 %
B-TCP (porcentaje) 25% 27% 30%
14 . .
5.3.4. Analisis con DSC
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Figura 5.3-4. Curvas de DSC de los cementos después del fraguado: A) Muestra de cemento fraguado
con acido citrico (0,5 M); B) Muestra de cemento fraguado con C4S (2 %) en una solucioén de acido
citrico (0,5 M); y C) Muestras fraguadas con C4S (2%) y gel de silice (15 g/L) en una solucion de

acido citrico al 0,5 M.
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La cantidad de agua absorbida por los cementos con o sin silice fue evaluada
mediante la técnica de DSC. Como se puede ver en la figura 5.3-4a, € termograma de
las muestras de cemento después del fraguado muestra dos picos endotérmicos, uno
ancho arededor de 140 °C relacionado a la perdida parcial del agua de hidratacion y
otro bien definido a 180 °C asociado a latransicion de fase del mineral. Se conoce que
un 25 % del agua de hidratacion de la brushita se pierde entre las temperaturas de 85 °C
y 140°C, un 50 % entre 115 °Cy 170 °C y la deshidrataciéon completa se consigue entre
130 °C y 240 °C, con una transicion de fase en la que la brushita se transforma en
monetita (ver ecuacion 5.3.1a y 5.3.1b) [9]. Ladeshidratacion de brushita en monetita es
un proceso de dos pasos asociado con dos picos endotérmicos en el DSC. En nuestros
diagramas de DSC el pico a 140 °C esta relacionado con la deshidratacion parcial de la
brushita (ecuacion 5.3.1a) y el pico a 180 °C corresponde a la deshidratacion total de la
brushita y a la formacion de monetita (ecuacion 5.3.1b). El pico de 140 °C es mas
pronunciado en las muestras de cemento que fueron preparadas con C4S (ver figura

5.3.-4b) y aun mas pronunciado en los cementos que fraguaron con C4Sy gel de silice

(ver Figura 5.3-4c).
Ca(HPO,)-2H,0 — 85-170°C — Ca(HPO,)-H,O [Ecuacién 5.3.1a]
Ca(HPO,)'H,O —130-240°C — Ca(HPO,) [Ecuacién 5.3.1b]
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TABLA 5.3.1I:

Entalpias y temperaturas de las transiciones que aparecen en las curvas de DSC de los de los
cementos. La entalpia deriva como integracion del area de los picos y la temperatura corresponde al

maximo de los picos de las curvas de DSC.

Composicion de la Entalpia del primer pico Entalpia del segundo pico de T del primer Tm del segundo
fase liquida del de deshidratacion de deshidratacion de brushita y pico endotérmico  pico endotérmico
cemento brushita formacion de monetita
({®) )
(Jg) g
0,5 M citrico 26,2 4289 153,7 1795
0,5 M citrico +2 %
cas 36,0 382,7 1485 179,7
0,5 M citrico +2 %
C4S+15g/L gel de 46,8 389,7 152,1 180,4

silice

5.3.5. Discusion del efecto del C4S

En estudios recientes in vivo, se ha demostrado que a afadir C4S a cementos de HAP
mejora la biocompatibilidad y bioactividad de los mismos [161]. En cementos de
hidroxiapatita que contienen un 2 % de C4S en su fase liquida, se induce in vivo una
disminucion del nimero de células multinucleadas alrededor del material, mientras que
aumenta € namero de fibroblastos, fibras de colageno y el crecimiento de vasos
sanguineos que se infiltran en la estructura porosa del cemento. Es mas, si no se anade
C4S o se usa en menores cantidades, 10s cementos son encapsulados por una capa densa

de tgjido conectivo fibroso [161].

Hemos observado, que e uso de concentraciones moderadas de C4S prolonga la
reaccion de fraguado hasta duraciones aceptables de 9 minutos cuando la concentracion
de C4Sfue de 6 %, y hasta 11 minutos con 8 % de C4S. Por encima de este punto no se

obtiene mayor prolongacion del tiempo de fraguado. En otros estudios, se ha descrito
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gue el C4S tiene un efecto directo sobre la cristalizacion de diversos fosfatos calcicos
como el oxalato de calcio monohidrato [106]. Se cree que debido a tamaio y alta
densidad de carga, de las moléculas de los glucosaminoglicanos, como el C4S, inhiben
la nucleacion y el crecimiento de los cristales de HAP [21]. Con esta interpretacion, la
prolongacion del tiempo de fraguado en el cemento seria una consecuencia del retardo

de nucleacion de la brushita.

Y oshikawa et al demostraron que a anadir C4S a los cementos de fosfato calcico de
HAP meoraba las propiedades del materiad en reconstrucciones periapicales,
induciendo € crecimiento de los osteoblastos y de las células relacionadas con los
osteoblastos [162]. En nuestro estudio demostramos que la concentracion maxima de
C4S que se puede anadir a los cementos de fosfato céalcicos de brushita sin afectar
negativamente sus propiedades mecanicas, ronda entre 5 % y 6 % de su fase liquida. La
molécula del C4S tiene cargas eléctricas negativas que facilitan su adhesion a los
cristales de brushita, contribuyendo asi a la cohesion y agregacion de los cristales
manteniendo las fuerzas de tension diametral del cemento. No obstante, cuando se
anaden al cemento cantidades excesivas de C4S, la repulsion entre las cargas eléctricas
negativas de las moléculas del C4S contribuiran a empeorar las propiedades mecanicas

del cemento.

El C4S es un polisacarido que contiene dos grupos ionizables, el grupo carboxi y el
grupo sulfato. Las solucionesy geles de C4S se prepararon siempre con un pH fijoen €l
valor pH = 4,1, asegurando asi la completa ionizacion de los grupos sulfato, y la
ionizacion parcial de los grupos carboxi [119]. Es conocido el hecho que los iones
multivalentes de polielectrolitos flexibles pueden producir separaciones de fases y

precipitaciones por la capacidad que tienen para hacer puentes de enlace [90]. Los
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grupos sulfato y carboxi de la molécula del C4S interaccionan con los iones Ca™ del
cemento formando puentes salinos y creando un complejo polielectrolito durante la
reaccion de fraguado del cemento (ecuacion 5.3-2a 'y 5.3-2b). Esta reaccion procede
principalmente de la interaccion con los grupos ionizados de sulfato, de las cadenas de
C4S con los iones de calcio, mientras que la interaccion con los grupos carboxi es
menos importante [153]. La unién del calcio con las cadenas de C4S es una union débil
y por ello, a medida que la reaccion avanza, los iones de calcio se desasocian y
reaccionan con los iones de fosfato para formar brushita ecuacion 5.3-2b. Esta
interaccion inhibe parcialmente la reaccion de fraguado del cemento, y por ello
prolonga el tiempo de fraguado. No obstante, cuando se afiaden cantidades mayores de
C4S € equilibrio de la reaccion es empujado hacia la derecha de la ecuacion 5.3-2a,
produciendo grandes cantidades de condroitin calcio sulfato que precipitan y aceleran la

reaccion de fraguado.

n(C4S) + nCa'? « -[COO-+Ca-+-COQ] - [Ecuacién 5.3-2a]
l
H*+ Ca™ + PO, H,0 — Ca(HPO4)-2H,0 [Ecuacién 5.3-2b]

Recientemente, los cementos de brushita han levantado gran interés debido a su alta
velocidad de reabsorcion. No obstante, in vivo, labrushita puede o bien disolversey ser
rapidamente eliminada por el organismo, o se puede hidrolizar y formar HAP que tiene
una reabsorcion mucho mas lenta [47]. La transformacion de brushita en HAP es un
proceso indeseado, y se han dedicado muchos estudios a prevenir este fenomeno.
[15,113]. Por otro lado, durante el almacenamiento, la brushita tiende a deshidratarse

con el tiempo formando monetita, este también es otro mineral indeseado ya que se
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transforma rapidamente en HAP al entrar en contacto con el agua. El analisis de DSC
muestra el paso crucial de deshidratacion de la brushita del cemento y su

transformacion en monetita.

En los cristales de brushita existen dos tipos de moléculas de agua; las moléculas de
agua absorbidas sobre la superficie de los granos de brushita, y las moléculas
incorporadas dentro de la estructura del cristal de brushita. Por €llo, la deshidratacion
in vivo de la brushita himeda ocurre en dos pasos: i) Una reaccion de superficie, que
produce un estado intermedio con moléculas de agua liberandose de la superficie de los
cristales de brushita. ii) Una termolisis, que incluye la liberacion de las moléculas
internas de la brushita'y conduce a su descomposicion final y formacion de la monetita
[143]. El estudio de DSC confirma esta interpelacion y permite una estimacion
cuantitativa de las entalpias de transicion de los dos tipos de moléculas de agua. El
primer proceso de deshidratacion es mas pronunciado cuando se anadido C4S y gel de
silice al cemento porque estas moléculas previenen la deshidratacion protegiendo la
superficie de los cristales de brushita interaccionando con ella. No obstante, la entalpia
del segundo proceso de deshidratacion, que conlleva a la formacion de monetita,
disminuye levemente, indicando que probablemente los cristales de brushita estan
distorsionados por la incorporacion de algunas moléculas de C4S en su estructura lo
que facilita su transformacion en monetita. Esto podria significar que el C4S protege la
superficie de los cristales de brushita de la deshidratacion, pero una vez que esta haya
ocurrido, la transformacion de fase en monetita se hard con mayor facilidad. La
incorporacion del gel de silice tiene unas interesantes consecuencias en este aspecto ya
gue amortigua €l efecto del C4S sobre la transformacion de la brushita en monetita. Los
geles absorben agua, y al parecer, los materiales obtenidos de la mezcla del cemento con

C4Sy gel de silice son mas hidroestables y tendrian mayor capacidad para interaccionar
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con un amplio espectro de moléculas como las proteinas involucradas en la

regeneracion osea.
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5.4. Tratamiento de los cementos con SC-CO,

En nuestro estudio hemos evaluado a posibilidad de utilizar la técnica de fluidos
supercriticos de CO, ( SC-CO,), como alternativa a las ya existentes, para esterilizar los
cementos oseos de brushita y de polimetacrilato de metilo, y ver el efecto que tiene

sobre las propiedades de |os mismos.

Se utilizo SC-CO, en la edterilizacion de un cemento de brushita y de los
componentes del cemento por separado. También se hizo un tratamiento de SC-CO;, a
un cemento de Metacrilato (Palacos®) (PMMA) para investigar el efecto del SC-CO,en

dos materiales muy diferentes.

El cemento de brushita fue preparado como se explica en €l apartado 4.1. y e

tratamiento con fluidos supercriticos se realizo tal como se muestra en el apartado 4.1.3.

El analisis fisico-quimico de los cementos y sus componentes se hizo antes y después

del tratamiento con SC-CO, tal como se describe en el apartado 4.2.1.

5.4.1. Cemento de brushita:

La fase solida del cemento de brushita se preparara tal y como se describe en el
apartado (4.1.) y fue tratada con SC-CO, (apartado 4.1.3) para evaluar esta técnica

como posible método de esterilizacion de los cementos de brushita.
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Como se muestra en la figura 5.4-1, el espectro FTIR de las muestras de cemento
antes y después de su tratamiento con fluidos supercriticos apenas cambia, demostrando
que el tratamiento de SC-CO, afecta poco a la composicion quimica de los cementos de

brushita

cemento tratado
con SC—CO2

cemento antes
del tratamiento

Transmitancia

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de ondas(cm™)

Figura 5.4-1. Espectro FTIR de cemento de brushita antes y después de su tratamiento con
SC-CO,. Los picos més relevantes son los de los grupos PO, ® alrededor de 1100 cm™ y 600 cm™, ademas
se observan unos pequefios picos a 1600 cm™ y 3500 cm™* relativos a pequefias cantidades de agua en el
material. Se observa una pequeia prolongacién del pico en la zona de 1000 cm™ después del tratamiento

con SC-CO..

Para comprobar la ausencia de cambios estructurales se realizaron medidas
adicionales con difraccion de rayos X en los cementos antes y después de su tratamiento
con SC-CO,. El patron de difraccion de rayos 5.4-2 del cemento antes y después de
haber sido tratado con SC-CO, tiene los mismos picos caracteristicos. Aunque la

intensidad relativa de los picos de MCP esta ligeramente alterada.
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Cemento de brushita despues
de su tratamineto con SC-CO,

R N
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Figura 5.4-2. Diagrama de difraccion de cementos de brushita antes y después de su tratamiento con

SC-CO,.

En las micrografias de SEM de las muestras de cemento, observamos que no hay
diferencias en lamorfologia del cemento después de haber sido tratados con SC-CO, Es
posible diferenciar claramente los pequefios cristales redondeados de B-TCP y los
cristales mas grandes de MCP antes y después del tratamiento con SC-CO; (ver figuras

5.4-3y 5.4-4).

5.4.2. Componentes del cemento de brushita por

separado:

Serealiz6 un andlisis fisico quimico de cada uno de los componentes del cemento

por separado antesy después de haber sido tratados con los fluidos SC-CO,,
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40pm 10um

Figura 5.4-4. Micrografias de cemento después de haber sido tratado con SC-CO,.

5.4.2.1. Fosfato tricalcico p (B-TCP)

Los analisis de FTIR (Figura 5.4-5) y difraccion de rayos X (Figura 5.4-6) realizados
en B-TCP puro antesy después de haber sido tratados con los fluidos SC-CO, muestran
gue no se producen ateraciones en la estructura quimica ni tampoco en la estructura

cristalografica debido a dicho tratamiento. También se estudio si el tratamiento con SC-
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CO; podria afectar al tamafio de particula y para ello se utilizo la técnica de dispersion
de luz. El analisis del tamafio de particula con dispersion de luz indica que el
tratamiento con fluidos SC-CO, no afecta significativamente la distribucion de tamarfio

de particula (ver tabla 5.4.1).

En las observaciones realizadas con SEM no se vieron cambios en la morfologia
debidos a tratamiento con SC-CO,. Las estructuras pequenas y redondeadas de los
cristalesde B-TCP eran reconocidas perfectamente antesy después del tratamiento (ver

figura5.4-7y 5.4-8).

B-TCP despues de SC-CO2

B-TCP antes de SC-CO,

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm’l)

Figura 5.4-5. Espectro FTIR de 3-TCP puro antes y después de su tratamiento con SC-CO,. Se
observan a3500 cm™ y 1600 cm™ los picos de la humedad, y 21100 cm™ y 600 cm™ los picos de los

grupos PO, 2.
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Figura 5.4-6. Diagrama de difraccion de rayos X de las muestras de 3-TCP puro antes y después de su

ser tratados con SC-CO,

TABLA 54.1.

Distribucion del tamafio de particulas de B-TCP antesy después de su tratamiento con SC-COs.

B-TCP Mediadelos diametros (um) Uniformidad
D(v,0.1) D(v,0.5) D(v,0.9) D[4,3] D[3.2]
No SC-CO, 0,65 6,26 15,57 7,70 1,83 7,615E-01
SC-CO, 0,61 6,00 14,32 7,27 1,78 7,273E-01

D(v,0.1): Percentil 0,1; 10 % de la poblacion se encuentra por debajo de este valor.
D(v,0.5): Medianadel didmetro del volumen de las particulas.

D(v,0.9): Percentil 0,9; 90 % de la poblacion se encentra pordebajo de este valor.
D[4,3]: Mediadel diametro del volumen de la particula.

D[3,2]: Mediadel diametro de la superficie de la particula.
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10pm ! f 10um

Figura 5.4-7. Micrografia de B-TCP puroantessu  Figura 5.4-8. Micrografia de B-TCP puro después

tratamiento con de SC-CO, de su tratamiento con SC-CO,

5.4.2.2. Pirofosfato sodico (Na,P,0;)

El Pirofosfato sodico anhidrato fue analizado antes y después de haber sido tratado
con los fluidos SC-CO,. Los patrones de FT-IR y difraccion de rayos X para el
pirofosfato sodico antes y después del tratamiento fueron idénticos (ver figuras 5.4-9y
5.4-10). Por otro lado, el analisis de dispersion de luz muestra una ligera reduccion de
tamanio de las particulas de pirofosfato sédico después del tratamiento con SC-CO,
pero esta diferencia no fue significativa (ver Tabla 5.4.11.). Mediante las observaciones
con SEM se podia ver que la morfologia irregular de los cristales de pirofosfato sodico

no fue alterada por los tratamientos con SC-CO, (ver figuras 5.4-11y 5.4-12).
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Na,P.,O, Anhidrato
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Figura 5.4-9. Espectro FTIR de muestra de pirofosfato puro antes y después de su tratamiento con

SC-CO,. Se observan a 3500 cm™ y 1600 cm™ la absorbanciarelativaal agua, y a 2200-2400 cm™, 1100

cm™, 800 cm™ y 500 cm™ la absorbanciarelativaalosiones HPO,2.

Figura 5.4-10.

Na4PZO7 anhidrato

N

W e U
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Difractograma de las muestras de pirof osfato antes y después del tratamiento con

SC-CO..
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TABLA 5.4.11:

Distribucion de particulas de muestras de piro fosfato sddico antes y después del tratamiento con SC-CO,

Na,P,0O-, Media de diametros (pum) Uniformidad
D(v,0.1) D(v,0.5) D(v,0.9) D[4,3] D[3,2]
No SC-CO, 2,06 7,59 16,93 8,75 3,89 6,041E-01
SC-CO, 1,55 4,91 15,15 7,13 324 8,965E-01

D(v,0.1): Percentil 0,1; 10 % de la poblacion se encuentra por debajo de este valor.
D(v,0.5): Medianadel didmetro del volumen de las particulas.

D(v,0.9): Percentil 0,9; 90 % de la poblacion se encentra pordebajo de este valor.
D[4,3]: Mediadel diametro del volumen de la particula.

D[3,2]: Mediadel diametro de la superficie de la particula.

! 30um : r 300m -

Figura 5.4-11. Micrografia Na,P,O; puro antes del Figura 5.4-12. Micrografia de Na,P,O; puro

tratamiento con SC-CO, después del tratamiento con SC-CO,

5.4.2.3. Fosfato Monocalcico (MCP)

El espectro de FT-IR del MCP no se ve alterado por el tratamiento con SC-CO tal
como se muestra en la figura 5.4-13. Sin embargo el diagrama de difraccion muestra
algunas variaciones en la intensidad relativa de los picos tal como se muestra en la
figura 5.4-14. Para descartar €l efecto de latemperatura sobre estos cambios en el MCP,

se realizaron difractogramas de |as muestras de M CP que habian sido calentadas a 75 °C
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2 horas, pero sin estar expuestas a fluidos supercriticos. Los analisis de difraccion y
FTIR mostraron que las muestras tratadas solo con temperatura tenian los mismos
patrones de difraccion y espectrofotometria que las que habian sido tratadas con
SC-CO; siendo la temperatura la responsable de los cambios estructurales. Por eso
concluimos que los fluidos supercriticos de didxido de carbono no alteraran la

estructura del MCP, y los cambios observados solo se deben al efecto de la temperatura.

El analisis con dispersion de luz demuestra que le tratamiento con SC-CO, no tiene
ningan efecto significativo sobre el tamafio de las particulas de MCP (ver tabla 5.4.11I).
En las micrografias (SEM) del MCP podemos observar que después de haber sido
tratados con SC-CO,, los cristales de MCP tienden a ordenarse mejor en el plano

horizontal (ver figuras 5.4-15y 5.4-16).

SC-CO,
S
S
(8]
c
i
'E 75C 2hrs
[2)
[
@
|_
MCP

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas(cm™)

Figura 5.4-13. Espectro FTIR de muestras de muestras de MCP: sin tratar (-); tratadas solo con
temperatura 75 °C 2 horas (-) y tratadas con SC-CO, (-). Se observa a 3500 cm* y 1600 cm™ la
absorbancia relativa al agua, y a 2200-2400 cm, 1100 cm™, 800 cm™* y 500 cm™* |a absorbancia relativa

alosiones HPO,2.
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Figura 5.4-14. Difractogramas de muestras de MCP: sin tratar (-); tratadas solo con temperatura 75 °C

2 horas (-) y tratadas con SC-CO, (-).

TABLA 5.4.111:

Distribucion de tamaio de particula de MCP antes y después de su tratamiento con SC-COs.

MCP Mediade diametros (um) Uniformidad
D(v,0.1) D(v,0.5) D(v,0.9) D[4,3] D[3,2]
No SC-CO, 16,16 51,25 103,84 58,51 26,26 5,541E-01
SC-CO, 17,69 56,85 118,01 64,06 29,24 5,476E-01

D(v,0.1): Percentil 0,1; 10 % de la poblacion se encuentra por debajo de este valor.
D(v,0.5): Mediana del didmetro del volumen de las particulas.

D(v,0.9): Percentil 0,9; 90 % de la poblacion se encentra pordebajo de este valor.
D[4,3]: Mediadel diametro del volumen de la particula.

D[3,2]: Mediadel diametro de la superficie de la particula.
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f 600pm f 600pm

Figura 5.4-15a. Micrografia de cristales de MCP Figura 5.4-16a. Micrografia de cristales de MCP

antes de ser tratados con SC-CO,. después de ser tratados con SC-CO,.

L 100pm L 100pm

Figura 5.4-15b. Micrografia de MCP antes su Figura 5.4-16b. Micrografia de MCP después de

tratamiento con SC-CO,. su tratamiento con SC-CO,.
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5.4.3.  Analisis mecanico antes y después del tratamiento

con SC-CO..

Para evaluar el efecto del tratamiento con fluidos supercriticos sobre las propiedades
mecanicas, las muestras de cemento tratadas con SC-CO; y sin tratar fueron mezcladas
con una soluciéon de acido citrico 0,5 M como ya hemos descrito en el capitulo de
materiales y métodos. En esta ocasion la mezcla se hizo en un tubo Ependorf mediante
un mezclador vortex. Las pastillas de cemento fueron almacenadas a humedad 100 % y
37 °C durante 24 horas antes de ser analizadas. De este modo conseguimos una mayor
homogeneidad de las muestras y una menor dispersion de los valores entre las distintas

pruebas con una desviacion estandar mas pequefia.

TABLA 54.1V

Fuerza de tension diametral del cemento antes y después del tratamiento con SC-CO,

Tratamiento de la Fuerza detension diametral Desviacion Error
muestra (MPa) estandar estandar
SC-CO, 2,62 0,44 0,11

No SC-CO, 2,66 0,31 0,10

El analisis de lat de student a un nivel de confianza p = 0,05 revela que no hay
diferencias significativas en la fuerza de tension diametral de los cementos tratados con
los fluidos SC-CO, y los que no fueron tratados. Por ello se puede concluir que al tratar
el cemento con fluidos SC-CO; no se alteran las propiedades mecanicas finales del

cemento.
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54.4. Cemento de PMMA (M = 120kD)

Dados los resultados obtenidos con los cementos de brushita, se investigé si el
tratamiento con SC-CO, podria extenderse a otros cementos dseos como el cemento de

metacrilato de metilo.

CH;
—+— CCH,—+
C=0

O

CH; n

En e grafico de FTIR para metilmetacrilato se observan los picos de los grupos -CHgz
y -CH, alrededor de 3000 cm™, -COO- entorno a 1700 cm™, -COO-CHs a 1400 cm™ y
C-O-C 21200 cm™. El analisis de FTIR revela que no hay alteraciones significativas en
la estructura quimica del cemento de PMMA después de haber sido tratado con SC-CO,

(ver Figuras5.4.1.).
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Figura 5.4-16. Comparacion de los espectros de FTIR de PMMA con mw = 120.000. (-) sin tratar con

SC-CO, Y (-) tratados con SC-CO..

5.4.5. Discusion de la utilizacion de fluidos supercriticos

en esterilizacion de cementos

En nuestro estudio se ha reportado por primera vez el efecto de los tratamientos con
SC-CO, sobre las propiedades fisico quimicas de los cementos dseos de fosfato calcico.
El analisis de difraccion de rayos X revela que no hay cambios en la composicion del
cemento asi como en la de sus componentes por separado después de ser tratados con
SC-CO,. Solo se pudo observar un pequeiio cambio en los cristales de fosfato
monocalcio relacionado con la temperatura de tratamiento. Ademas, las investigaciones
de FTIR y SEM confirman que la estructura de los componentes del cemento no se ve
alterada por el tratamiento con SC-CO». El analisis de dispersion de luz revela que no
hay cambios sustanciales en €l tamafio de las particulas del cemento excepto una

pequefia reduccion en tamafio de las particulas de pirofosfato después de ser tratadas
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con SC-CO.. Por ultimo, La fuerza de tension diametral de los cementos de brushita no
se ve afectada al tratar el polvo del cemento con fluidos supercriticos antes de ser

inducido el fraguado del mismo.

Podemos concluir de nuestro estudio gue los tratamientos con SC-CO, no producen
variaciones significativas en la composicion y estructura de los cementos de fosfato
calcico de brushita, y por ello pueden considerarse como una alternativa aceptable para

esterilizar estos materiales.
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5.5. Estudio Piloto de regeneracion osea con un
granulado de cemento fraguado con acido
glicolico

El objetivo fina de este trabajo es desarrollar un nuevo biomaterial apto para la
regeneracion d6sea odontologica, que sea biocompatible, osteoconductor, con buenas
propiedades mecanicas y reabsorbible. Los cementos que hemos desarrollado con el
condroitin sulfato y con el acido glicolico tienen estas caracteristicas pero como el
condroitin sulfato es un material costoso, hemos decidido hacer una prueba biologica
con los cementos preparados con acido glicolico. Estos materiales tienen buenas
propiedades mecanicas, estin compuestos de sustancias biocompatibles, todos sus
reactivos son baratos, y ademas el acido glicélico tiene cierta actividad bioldgica que

puede beneficiar e comportamiento del material in vivo.

El material empleado para regeneracion dsea in vivo esta compuesto de un polvo de
cemento preparado tal como se describe en el apartado 3.1.1, y se mezcla con una
solucion de acido glicolico 1 M y un P/L de 1,72 (apartados 3.1.2 y 3.1.3). El material
ya fraguado se fragment6é mediante un mortero y se filtré con tamices para obtener un
granulado con un rango de tamaiios entre 200 um y 1.000 pm que se empleo para

regeneracion osea.
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5.5.1.  Caracterizacion del cemento seleccionado para los

estudios in vivo

5.5.1.1. Propiedades mecanicas

Se midio la fuerza de tension diametral del cemento en diez muestras y el valor fue
de 2,9 + 0,7 MPa, este valor se encuentra en ¢l rango que se describe en la bibliografia

de 0,7 — 5,9 MPa para los cementos de brushita. [78, 14, 41].

5.5.1.2. Microestructura

Para averiguar el efecto del GA sobre la microestructura del cemento fraguado se
empleo e analisis de difraccion de rayos X. Como se observa en la figura 5.5-1, a
temperatura ambiente el patron de difraccion de rayos X muestra una composicion de
brushitay B-TCP. El analisis de Rietveld realizado a los difractogramas revela que los
granulos de cemento fraguado estan constituidos de 83 % brushita y 17 % B-TCP. Por

eso hemos denominado e cemento con las iniciales DCPD/B-TCP/GA.
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Figura. 5.5-1. Diagramade difraccion de rayos X del cemento fraguado con una soluciéon 1M de
acido glicolico y una proporcion polvo liquido 1,72 g/ml. Los picos marcados con circulos cruzados
corresponden alos cristales de brushita y los triangulos indican las reflexiones asociadas a | os cristales de

B-TCP.

El estudio con DSC indica que la incorporacion de glicolico afecta a la transicion de
brushita a monetita. Como se ve en la figura 5.5-2, € termograma del cemento
DCPD/B-TCP/GA tiene cuatro picos endotérmicos a 117, 156, 187 y 450 °C. Los dos
picos a 117 y 156 °C estan relacionados con la deshidratacion parcial de la brushita,
mientras que el pico mas agudo a 187 °C corresponde a la transformacion de la brushita
en monetita (siguiendo la reaccion quimica: 2CaHPO4 -2H,O — 2CaHPO4 + 4H,0) y
el pequeno pico endotérmico a 450 °C encaja con la de formacion del pirofosfato
calcico. La gran intensidad del pico de 187 °C refleja la entalpia de transicion de fase de
laforma monoclinica de unidad de célula de DCPD a la unidad de célula triclinica de la

monetita, y confirmalagran fraccion de brushita en el cemento.
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Figura 5.5-2. Curvade DSC parael cemento DCPD/B-TCP/GA, se observa un pico intenso a 187 °C

gue corresponde a la transformacion de brushita en monetita.

5.5.1.3. Morfologia del cemento por SEM

La morfologia del cemento fraguado fue estudiada con SEM vy el resultado se ensefia
en la figura 5.5-3. Puede verse que los cementos son muy porosos. Los cristales de
brushita pueden ser identificados como las placasy |as agujas puntiagudas. Los cristales
de B-TCP son reconocidos como pequeiios puntos redondeados entre los cristales de

brushita
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Figura. 5.5-3. Micrografia tomada con SEM del cemento DCPD/B-TCP/GA. La micro estructura
consiste de cristales grandes de brushita (agujas y placas) y los mas pequeiios de B-TCP (pequefios puntos

redondeados entre las agujas y placas).

5.5.2. Estudios in vivo

El granulado de cemento fue colocado en camaras de titanio adaptadas al hueso de la
calota en un model o experimental animal tal y como se explicaen el apartado 4.2.2.1. y
se compararon con controles negativos. El material mostré un buen manejo intra
quirargico y todos los animales se recuperaron bien de las cirugias sin registrarse

complicaciones locales o generales.

5.5.2.1. Densitometria

Mediante € analisis densitométrico se obtuvieron los valores del contenido mineral
6seo (BMC) para los grupos control y experimental. La densidad mineral 6sea (BMD)

se calcul6 mediante la siguiente ecuacion,
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BMC
Area

BMD =

donde los valores de BMC son expresados en gramos, los valores de BMD son dados

en glem® y el area es siempre 0.25 cm? Los resultados de la densitometria son

presentados en lastablas 5.5.1 y 5.5.11.

TABLA 5.5.1.

ValoresBMD y BMC de las camaras de titanio control de los siete Conejos.

Conejo BMD(g/cm?) BMC(g)
1 0,15 0,04
2 0,17 0,04
3 0,16 0,04
4 0,15 0,04
5 0,11 0,03
6 0,13 0,03
7 0,13 0,03
TABLA 5.5.11.

ValoresBMD y BMC en |las camaras de titanio injertadas con el granulado de cemento.

Conejo BMD(g/cm?) BMC(g)
1 0,27 0,07
2 0,40 0,10
3 0,36 0,09
4 0,22 0,05
5 0,26 0,06
6 0,24 0,06
7 0,25 0,06
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Como se ve en lafigura’5.5-4. , la densidad mineral dsea es entre 1,5 y 2,5 veces mas
alta en todos los defectos tratados con los granulos de cemento DCPD/ B-TCP/GA. Se
utilizo el analisis t de student para comparar las muestras experimentales con las

controles como seve en lastablas 5.5.111 y 5.5.1V.

Al redlizar € analisis t de student obtenemos que para un nivel significativo de
p<0,05 el valor det =517y p = 2,3 x 10* lo cual indica que las dos poblaciones son

significativamente diferentes.

Lastablas 5.5.111. y 5.5.1V. muestran que los valores de BMD son significativamente

superiores en las areas experimentales en relacion con las areas controles (p<0,05).

TABLA 5.5.111

Analisis estadistico de los valores BMD para las areas controles y experimentales

Desviacion Error estandar de
Media N estandar lamedia
BMD Control 0,14 7 0,02 0,01
BMD Experimental 0,29 7 0,07 0,03
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Analisis t de Student par alas diferencias de los valores BMD entre las areas experimentales y las areas

controles.
una poblacion Dos poblaciones
MuestraBMD MuestraBMD Experimental vs. Control
Experimental Control
Media 0,29 0,14
Varianza 0,005 0,0004
n 7 7
t 0,011 - 0,0057 -5,1744
p 0.99 0,999 0,0002
Diferenciasignificativa No No Si
0,5
o
b 0,4 -
Ne}
c
2 g 031
£ L
- ©
S  02-
2 —
8 [ 5 ]
0,1- —
0,0
control granulos de cemento fraguado

Figura 5.5.4. llustracion del aumento de la densidad mineral 6sea en los huesos tratados con el

cemento en comparacion con los controles.
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5.5.2.2. Estudios histologicos e histomorfométricos

La histologia de los defectos rellenos con el biomaterial revela una reabsorcion de los
granulos de fosfato célcico, con un subsiguiente rellenado de los espacios con hueso
neoformado que esta en contacto directo con nuestro biomaterial revelando la
biocompatibilidad y osteoconduccion del mismo. Se puede observar también una
regeneracion osea vertical a medida que el hueso crece desde la superficie original de
los tejidos 6seos hacia el interior del biomaterial (ver figura 5.5-6 y 5.5-7). Por otro
lado, en las muestras control vacias, la formacion d6sea es muy poca si existe o

despreciable (figura 5.5-5.).

El analisis histomorfométrico de la neoformacion dsea revela que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre e grupo control y € grupo experimental. La
neoformacion o6sea en los defectos tratados con nuestro biomaterial era 3 veces mayor

gue en los defectos control. Ver figura5.5-8 y tabla5.5.V.
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Figura 5.5-5. Micrografia optica de un corte de una camara de conduccion 6sea no injertada y tefiida
con TB. Se observa muy poco hueso reticular neoformado (azul claro) en las paredes de la cimara de

osteoconduccion de titanio (tiras negras).

=

Figura 5.5-6. Micrografia optica de un corte de una camara de conduccion 6sea injertada con el
granulado DCPD/ B-TCP/GA y tefiido con TB. Se observa el hueso reticular neoformado (azul claro)

creciendo densamente dentro de la camara de osteoconduccion (tiras negras).

159



5. Resultados

Figura 5.5-7. Micrografia optica de un corte con tincion HE para una cimara de conduccion 6sea
injertada con los granulos de cemento DCPD/ B-TCP/GA. El nuevo hueso reticular inmaduro (rojo)

penetralos restos de |os granulos de brushita (marrén oscuro) rodeados por la camara de titanio (tiras

negras).
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Figura 5.5-8. llustracion del aumento en la regeneracion 6sea en las muestras injertadas con nuestro

biomaterial en comparacion con los controles.
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TABLA 5.5.V.

Analisis t de student para las diferencias en el porcentaje de regeneracion Osea entre las muestras

experimentalesy controles.

Una poblacion Dos poblaciones
Muestra Experimental Muestra control Experimental vs. Control
Media 16,7 51
Varianza 49 11
n 21 21
t 1,28083E-6 1,86983E-5 -11,09671
p 1,000 0,999 2,44984E-14
Diferenciasignificativa no no Si
5.5.3. Discusion de la utilizacion de los granulados de

brushita para regeneracion osea

Hoy en dia los injertos de hueso autdlogo siguen siendo los mejores materiales
disponibles para regeneracion dsea, no obstante el uso de otras alternativas es de gran
importancia en sSituaciones donde la disponibilidad del hueso autélogo esta

comprometida [10, 147].

Otras dlternativas son los injertos de origen humano (aloinjertos) o animal
(xenoinjertos), pero estos pueden causar problemas inmunogénicos de rechazo asi como
transmision de enfermedades. El futuro prometedor de los injertos sintéticos (injertos

aloplasticos) deriva de su capacidad de evitar estos riesgos ademas de ser mas baratos

[10].
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Los injertos sintéticos de fosfato calcico como HAP, B-TCP, y DCPD tiene un
particular interés porque su composicion es muy similar a la del hueso natural. La HAP
es la mas biocompatible de este grupo, pero tiene el inconveniente de ser muy poco
reabsorbible in vivo. El B-TCP es considerado superior alos aoinjertos y xenoinjertos
comunmente utilizados como el hueso desmineralizado y liofilizado DFDB y es mas
economico [18, 149]. El B-TCP es considerado por muchos e material sintético mas
adecuado para osteoconduccion, sin embargo tiene una lenta reabsorcion in vivo que
dificulta su aplicacion en procedimientos de regeneracion osea [137, 144, 149, 166]. El
DCPD es biocompatible, osteoconductor y se reabsorbe mas rapido que el B-TCP
permitiendo una neoformacion 6sea mas veloz. La mezcla de estos dos ultimos
minerales parece muy apropiada para aplicaciones biomédicas en regeneracion Osea
[59]. Las fracciones de 83 % (peso) DCPD y 17 % (peso) B-TCP obtenidas por el
cemento DCPD/B-TCP/GA gue hemos sintetizado encagja en la prediccion previamente
mencionada, combinando unas buenas propiedades mecanicas con buenos resultados de

regeneracion osea.

Los cementos con DCPD in vivo se transforman eventualmente en HAP a causa de la
exposicion a altas concentraciones de Ca®* a entrar en contacto con |os tejidos 6seos
[47]. A pesar de que nuestro material tiene un alto contenido en brushita (83 %), y que
la descomposicion de la misma en HAP puede producir una acidificacion local que
compromete la regeneracion oOsea, la ausencia de reacciones inmunoldgicas o
inflamatorias en nuestro experimento, indica que no ha ocurrido una intensa
acidificacion local. Atribuimos este resultado a la aplicacion del cemento en forma de
granulos fraguados, que aportan una mayor area superficial para interaccionar con el

medio local, facilitando la difusion de los iones hacia el medio fisiologico.
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Cuando se emplean cementos de brushita o hidroxiapatita como injertos oseos, los
cambios histologicos mas relevantes ocurren en las primeras 8 semanas después de la
intervencion [25]. La reabsorcion completa del injerto necesita periodos de tiempo mas
largos (de hasta 30 semanas para € cemento” Norian SRS®) [59] pero se pueden
obtener resultados positivos de las observaciones histoldgicas a partir de la 1* ,2% 4% y 8
semanas. En nuestra investigacion, hemos seleccionado el periodo de 4 semanas porque
este era lo suficientemente largo como para observar diferencias significativas con los
defectos control [16]. Gracias a |os buenos resultados obtenidos en este experimento, en
futuros experimentos permitiremos periodos mas prologados de implantacion para
obtener mas informacion sobre la regeneracion osea y el tiempo necesario para una

completa reabsorcion del injerto con este nuevo biomaterial.

El analisis estadistico de los datos obtenidos mediante la densitometria de rayos X,
demuestra que empleando los granulos DCPD/ B-TCP/GA como injertos dseos se
obtiene un aumento significativo de la densidad mineral 6sea. Como la densidad
mineral 6sea puede estar sesgada por restos de granulos no reabsorbidos se realizaron
los estudios histologicos e histomorfométricos. Los analisis histologicos revelan que las
camaras de conduccion 6sea injertadas contienen un crecimiento 6seo y un aumento
vertical dseo estadisticamente significativo. Esto parece confirmar la biocompatibilidad
y osteoconduccion del biomaterial. Hemos observado una rapida reabsorcion de los
granulos de cemento fraguado seguidos por una inmediata formacion de hueso reticular
en contacto directo con los restos no reabsorbidos de los granulos. Después de 4
semanas de implantacion, fuimos capaces de apreciar una significante regeneracion osea
con nuestro biomaterial, mientras otros materiales que contienen HAP o B-TCP
necesitarian meses o incluso afios para conseguir resultados similares [13]. Ademas, la

velocidad de reabsorcion de los granulos parece ser similar a la velocidad de formacion
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0sea, como indica la ausencia de espacio entre el frente de hueso neoformado y el frente
de reabsorcion de los granulos. Una reabsorcion demasiado rapida podria comprometer
la consistencia mecanica del nuevo tejido, provocando inestabilidad y reacciones

inflamatorias que inhibirian el proceso de regeneracion 6sea [12].

La administracion del cemento en forma de granulos mejora su interaccion in vivo
con el medio local, y aporta unos mejores resultados de reabsorcion. Es conocida la
capacidad del acido glicolico para estimular la secrecion de citokinas como la
interleukina 6 que estimula la actividad y desarrollo de los osteoclastos [11, 114].
Creemos que € acido glicolico tiene un papel activo en la estimulacion de la rapida
reabsorcion in vivo del biomateria, a pesar de que esto deberia ser demostrado en
futuros estudios. Ademas la gran area superficial de los granulos de cemento puede
tener especial interés en desarrollar sistemas de liberacion controlados. Los fosfatos
calcicos ceramicos son producidos a atas temperaturas, limitando su posible
combinacion con compuestos organicos mientras que los granulos de cementos son
producidos a temperatura ambiente [13]. De esta forma se pueden anadir antibidticos o
sustancias osteoconductoras como factores de crecimiento durante la fase de sintesis,
consiguiendo una liberacion controlada de los mismos in vivo y aumentando las

propiedades biol6gicas de estos injertos artificiales de fosfato calcico.

El hueso puede ser reticular o laminar. El hueso reticular esta formado por fibras de
baja fuerza que se ordenan rapidamente durante el crecimiento o la reparacion o6sea. Por
el contrario, el hueso laminar es mucho mas fuerte porque se forma por fibras paralelas.
El hueso reticular suele ser reemplazado eventualmente por hueso laminar a medida que
el proceso de remodelado 6seo continua [28]. Aqui estamos evaluando una fase

temprana de regeneracion dsea, por eso el hueso que vemos en las muestras injertadas
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es hueso reticular. Es de esperar que permitiendo periodos mas largos de implantacion

sera posible ver la remodelacion del hueso reticular en un hueso laminar mas fuerte.

165



6. Conclusiones

6. Conclusiones

166



6. Conclusiones

Conclusiones (Espaiiol):

1) La utilizacion del acido glicolico en la sintesis de cementos de brushita
permite obtener cementos con mejores propiedades mecanicas que aquellos preparados
con acido citrico. El nimero de grupos carboxi en los 4cidos organicos a-hidroxi juega

un papel fundamental en la prolongacion del tiempo de fraguado del cemento.

2)  El uso del gel de silice mejora las propiedades mecanicas del cemento seco
sin afectar a tiempo de fraguado o0 a la composicion cristalografica final del mismo.

Ademas el gel de silice aumenta la afinidad del cemento por el agua.

3) El empleo de C4S a bajas concentraciones, en la fase liquida del cemento de
brushita permite prolongar €l tiempo de fraguado sin alterar las propiedades mecanicas

del material resultante, siendo la concentracion masidonea lade 5 %.

4)  El tratamiento con SC-CO, no afecta a las propiedades fisico quimicas de los
cementos de brushita y de metacrilato, por lo que puede ser considerada su posible

aplicacion en la esterilizacion de los mismos.

5) ElI DCPD/B-TCP/GA es un material con buenas propiedades mecanicas,
osteoconductor y biocompatible, que a aplicarse en forma de granulado facilita la
difusion de las especies disueltas lo cual tiene tres ventajas fundamentales: i) mejora la
reabsorcion del biomaterial, ii) permite el rapido crecimiento 6seo que rellena los
espacios vacios, y iii) disminuye los cambios locales del pH evitando reacciones

inflamatorias y la transformacion in vivo del DCPD en HAP.
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Conclusions (English):

1) Brushite cements prepared with glycolic acid solutions have better mechanical
properties than those synthesized with citric acid. Furthermore, the number of carboxy
groups in the a-hydroxy acids plays an important role in prolonging the cement final

setting time.

2) The use of silicagel improves the mechanical properties of brushite cementsin
dry environments without affecting the cement setting time or the crystallographic

composition. Moreover, silicagel improves the cement water affinity.

3) The use of C4S in the cement liquid phase at low concentrations permits to
prolong the cement setting time without affecting its mechanical properties, being the

ideal concentration 5 % of the cement liquid phase.

4) The treatment with SC-CO, does no affect the physical chemical properties of
brushite and methacrylate cements, therefore it could be considered for the sterilization

of these materials.

5) DCPD/B-TCP/GA is a biocompatible novel material with good mechanical and
osteoconductive properties that applied in form of granules present the following
advantages: i) Better biomaterial resorption, ii) faster bone ingrowth, filling the empty
spaces, and iii) reduction of the local pH changes preventing inflammatory reactions

and the possible in vivo transformation of DCPD into HAP.
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Apéndice

Anexo I (Definiciones):

Acidos carboxilicos: Acidos organicos que contienen grupos carboxi.

Artroplastia: La Artroplastia es la reconstruccion o sustitucion quirtirgica de una
articulacion dolorosa o degenerada, con objeto de restablecer la movilidad de la misma
en casos de osteoartritis o de artritis reumatoide, o con vistas a corregir una deformidad

congénita.

Bioactividad: La capacidad de un material de inducir, estimular, provocar o modular

una accion bioldgica en el tejido receptor.

Biocompatibilidad: Tolerancia biologica local de cualquier biomaterial,
caracterizada por la ausencia de una respuesta inflamatoria aguda o crénica durante su
implantacion e incorporacion, asi como por la carencia de efectos nocivos sobre tejidos

distantes.

Biomaterial: Sustancia natural o sintética, o combinacion de sustancias, que puede
implantarse en el organismo para tratar, restituir, sustituir o aumentar un tejido, 6rgano

o funcion.

Canal dental (conducto): La camara interina del diente en la que se encuentran los

tgjidos blandos del diente, & tratamiento de canal (en ingles) o de conducto (espanol) es
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el procedimiento clinico en el que se limpia la pulpa y conductos dentales para luego

rellenarlos con un biomaterial .

Celdilla unidad de un cristal: Repeticion indefinida de un grupo de atomos en una
red espacial infinita. Esta puede ser en 7 sistemas posibles: Monoclinico, Triclinico,

Ortorrombico, trigonal, hexagonal, tetragonal y cubico.

Cemento: Se denomina cemento a un aglutinante o aglomerante hidraulico que,
mezclado con agregados y agua, crea una mezcla uniforme, mangjable y plastica capaz
de fraguar y endurecer al reaccionar con €l agua y adquiriendo por ello consistencia

pétrea.

Ceramica: La palabra ceramica deriva del vocablo griego keramos, cuya raiz
sanscrita significa quemar. En su sentido estricto se refiere a la arcilla en todas sus
formas. Sin embargo, el uso moderno de este término incluye a todos los materiales
inorganicos no metalicos. Historicamente, los productos ceramicos han sido duros,

porososy fragiles. Los materiales ceramicos son generalmente ionicos o vidriosos.

Citokinas: Mensgeros celulares 0 moléculas que transmiten mensajes entre las

células.

Clase triclinico-pinacoidal: Una division del sistema triclinico.

Craneoplastia: La craneoplastia es el cierre de defectos 6seos en el craneo con

diversos biomateriales.

Densitometria ésea: ESla técnica que mide la absorcion de un material a los rayos

X material y se utilizaen medicina para evaluar la densidad mineral 6sea.
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Electrolito solido: Es una sustancia solida conductora de protones, que no permite el
movimiento de las cargas negativas, y es capaz de conducir la electricidad a través del

movimiento de |os protones.

Entalpia: Es también conocido como el contenido de calor, y es la suma de la

energia interna de la materia y el producto de su volumen por la presion.

Estadistica descriptiva: Son los analisis estadisticos que describen y resumen los
datos relativos a la poblacion estudiada; las estadisticas descriptivas mas comunes
incluyen lamediala moda, la desviacion estandar, el error estandar y el rango; también

se conocen como las medidas de |a tendencia central.

Esterilizacion: Tratamiento tras el cual la probabilidad de supervivencia de los

microorganismos menor de 10°°.

Factores de crecimiento éseo: Proteinas que regulan el crecimiento celular y

determinan la calcificacion de la matriz 6sea.
Grupo carboxi: Grupo molecular que corresponde alaformula quimica COO-.

Histologia: Es e estudio de un tegido seccionado en cortes finos utilizando un

microscopio. También se puede definir como la anatomia microscopica.

Histomorfometria: ES |la técnica mediante la cual se identifican las células y los
componentes tisulares para ser medidos en longitudes (mm), 4reas (mm?) 0 namero de

células (nimero/mm o nimero/mm?).

Implante: Materia o tejido no viable, aunque no sea bioldgicamente inerte. De esta
formatodo tejido capaz de se ser amacenado sin bioproteccion deberia ser denominado

como implante.
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Injerto: Biomaterial, tgfido u 6rgano que se inserta en un lugar del organismo ya sea
en el propio, en e de otro 0 en el de otra especie. Se caracteriza porque una vez
implantado se puede rehabitar y se mantiene vital gracias a los tgjidos vivos del

receptor.

Interleuquinas: Son citoquinas relacionadas a sistema inmunitario.

Kifoplastia: La kifoplastia o cifoplastia es un procedimiento en e que los cirujanos
insertan un tampén inflable en el hueso a través de una incision de media pulgada
utilizando un rayo X para guiar el dispositivo hasta el hueso fracturado. El globo se
inflay comprime el area que lo rodea, empujando el hueso desplazado a su posiCion
original. El globo se desinfla y retira, dgjando una cavidad dentro del hueso. Los
cirujanos rellenan la cavidad con cemento 6seo para reforzar el hueso, de manera
similar a un yeso interno, para evitar que se desplace. La kyfoplastia puede producir un

alivio inmediato del dolor y el reintegro rapido a las actividades diarias.

Osteoblastos: Células de origen mesenquimatico que desempefian un importante
papel en e control de la mineralizacion 6sea y producen la formacion activa de hueso.
Al final de la fase de formacion del tejido 6seo, los osteoblastos se pueden convertir en

osteocitos o células de revestimiento.

Osteoconduccion: Propiedad pasiva de un material o tejido de recibir y guiar el
crecimiento d6seo, por medio de la invasion vascular y celular proveniente del tegjido

6seo vivo del receptor.

Osteoinduccién: Capacidad de un material para promover la diferenciacion celular
hacia la sintesis de matriz 6sea mineralizada, mediada por los factores locales de

crecimiento.
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Osteogénesis: Desarrollo y formacion de tejido o6seo a partir de células

osteof ormadoras como los osteobl astos.

Proteinas morfogenéticas (BMP): Proteinas basicas de bajo peso molecular que se
pueden aislar desde el hueso cortical, la dentina'y algunos tumores 6seos. Los estudios

han demostrado que la cantidad de tgjido 6seo formado es mayor en presencia de BMP.

Reabsorbible: Condicion que poseen algunos biomateriales de degradarse en
componentes de menor peso molecular, ya sea a través de las vias metabolicas u otras

rutas alternativas del organismo.

Regla de Oswald: Laregla de paso de Oswald se utilizaen el estudio del crecimiento
de los cristales, y predice la secuencia de transicion de fases metaestables hacia una

fase de equilibrio.

Vertebroplastia: La vertebroplastia se utiliza en el tratamiento de las fracturas por
compresion de las vértebras y consiste en introducir en el cuerpo de la vértebra cemento
6seo o metilmetracrilato, que es un compuesto que endurece rapidamente dando
consistencia a cuerpo vertebral y evitando la progresion del aplastamiento y aliviando

el dolor.
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Anexo II (abreviaturas):

ACP

BMC

BMD

BMP2

C6S

C4S

CAD-CAM

CC

()

DCP

DCPD

DFDB

DSC

FTIR

HAP

HE

ICSD

IR

MCP

Fosfato calcico amorfo (amorphous cal cium phosphate)
Contenido mineral 6seo
Densidad mineral 6sea
Proteinas mofogenéticas 2
Condroitin 6 sulfato
Condroitin 4 sulfato
(Computer-Aided Design/Computer-Aided Manufacturing)
Disefio asistido por computador/Fabricacion asistida por
computador.
Carbonato calcico
Condroitin sulfato
Fosfato dicalcico o monetita
Fosfato dicalcico dihidratado, o brushita.
Hueso desmineralizado liofilizado
Calorimetro diferencial de barrido
Espectroscopia infrarroja con transformacion de Fourier
Hidroxiapatita
Hematoxilinay eosina
Base de datos de la estructura de | os cristales inorganicos
Infrarrojos

Monocal cio fosfato
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MCPM
MPa
ND
PBS
PHA
PMMA
SC-CO;
B
TetCP
B-TCP
a-TCP

UCM

Apéndice

Monofosfato calcico monohidratado
Megapascales

No disponible

Solucion de tampon de fosfato
Hidroxiapatita precipitada
Polimetacrilato de metilo

Fluido supercritico de didxido de carbono
Azul detoluidina

Fosfato tetracalcico

Fosfato tricalcico beta

Fosfato tricalcico alfa

Universidad Complutense de Madrid
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