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ESTUDIOS “IN VITRO” DE BIOMATERIALES DE COMPOSICION EUTECTICAEN EL
SISTEMA FOSFATO TRICALCICO-WOLLASTONITA
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Resumen: En el presente trabajo se ha seleccionado la composicion eutéctica del sistema fosfato tricalcico -
wollastonita, obteniéndose un vidrio por fusion y colado; y un material vitrocerdmico por desvitrificacion
controlada del vidrio en masa.

Ambos materiales se han caracterizado desde el punto de vista fisico-quimico y microestructural. La
bioactividad se ha estudiado “in vitro” en suero fisioldgico artificial (SFA) y en cultivos celulares. Los
resultados indican que tanto el vidrio, como el vitrocerdmico, presentan bioactividad en SFA y
biocompatibilidad en cultivos celulares.
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1. INTRODUCCION

Los biomateriales, naturales y sintéticos, se utilizan
clinicamente desde hace afios en la reconstruccion de
estructuras anatdmicas por estética o por razones
terapéuticas en diferentes situaciones quirdrgicas [1].
Las ceramicas de fosfato de calcio se utilizan con éxito
en cirugia traumatolégica, dentaria y maxilofacial desde
hace 30 afios en la reparacién de tejido éseo, debido a su
biocompatibilidad , bioactividad y osteoconductividad
[2]. En las Ultimas décadas, se han realizado importantes
investigaciones con el fin de desarrollar nuevos
materiales de fosfato de calcio dopado para mejorar su
osteogénesis, velocidad de bioreabsorcion y/o
resistencia mecanica. El 6xido de silicio en particular
[3] ha recibido gran atencion como elemento dopante en
las ceramicas, vitrocerdmicas y vidrios basados en
fésforo. En estas investigaciones se ha encontrado que
el oxido de silicio juega un papel importante en los
procesos metabdlicos que conducen a la formacion de
hueso endocondral e intramembranoso [4] y, junto con
los éxidos de calcio, sodio y fésforo (como el 45S5
Bioglass®), actua sobre la expresion de ciertos genes
responsables del control del ciclo celular de los
osteoblastos animales y humanos y estimula la
osteoproduccion [5].

De acuerdo con las anteriores consideraciones,
materiales conteniendo silicio, fésforo y calcio son
buenos candidatos para disefiar biocerdmicas y
vitroceramicas con propiedades osteogénicas mejoradas.
Con estos elementos se han disefiado diferentes
materiales [1], por ejemplo De Aza y col. [6] han
desarrollado una biocerdmica densa policristalina
(Bioeutéctico®). Esta ceramica contiene dos fases
cristalinas, pseudowollastonita (CaSiOz;=psW) y o-
fosfato tricélcicax ( -Ca3(PO4),= o -TCP). El
Bioeutéctico® se obtiene mediante solidificacion
controlada del fundido de la composicién eutéctica del

sistema binario wollastonita-fosfato tricalcico (W-TCP)
(60 % peso wollastonita y 40 % peso fosfato tricalcico)
[7]. La microestructura de este bioceramico esta
formada por colonias cuasi-esféricas con un tamafio
medio de 20 + 5 um formadas por cristales en forma de
laminas alternadas de psW g -TCP con una anchura
media de 1,5 y 0,9 um, respectivamente, y presenta una
microestructura similar a la del hueso. Esta ceramica de
composicién  eutéctica tiene la propiedad de
reestructurar su morfologia durante su inmersién en
suero fisiologico artificial [8] o saliva de par6tida
humana [9], mediante la disolucién de la fase psW y la
subsecuente transformacion pseudomérfica del a-TCP
en hidroxiapatita (HA), por lo tanto es un material
bioactivo con un gran potencial para una buena
osteointegracion.

Los procedimientos usados hasta el momento para
obtener este material, enfriamiento controlado del
fundido o crecimiento de la microestructura eutéctica en
un horno de solidificacion direccional por laser [6],
limitan el tamafio y la forma de las piezas obtenidas,
ademas son procesos de sintesis muy lentos y caros. Por
otro lado, la porosidad interconectada generada,
consecuencia del diametro de las laminillas de pswW
disuelta, tiene un didametro de poro demasiado pequefio
(~1,5 um) para facilitar la vascularizacién del implante.

El presente trabajo aborda una investigacion sobre la
obtencién de biomateriales de la misma composicion
quimica que el Bioeutéctico® (composicion eutéctica del
sistema W-TCP) pero mediante el proceso
vitroceramico, teniendo en cuenta que mediante esta
técnica, en principio, es posible disefiar a medida el
tamario, la forma y la microestructura de los materiales
que se obtengan dentro del sistema W-TCP. La
tecnologia vitroceramica permite fabricar piezas
grandes y con formas complejas de una forma
econémica mediante las técnicas habituales y bien
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establecidas, del procesamiento de materiales
vitroceramicos (fusion, conformado en caliente y
desvitrificacion controlada) [10].

2. MATERIALES Y METODOS.

La composicién eutéctica del sistema W-TCP [7] (60,0
% en peso de W- 40,0 % en peso de TCP) se ha
preparado mediante la mezcla de CaCOs;, SiO, y TCP
en polvo. Las materias primas, las caracteristicas de
estas se pueden consultar en trabajos previos [11], se
han mezclado rigurosamente en una tdrbula durante 2
horas. La mezcla obtenida se ha fundido en un crisol de
Pt-Rh (90,0-10,0 % en peso) a 1600°C durante 30 min.
El fundido se ha colado en una placa de latdn. La pieza
de vidrio obtenida se ha recocido a 795°C durante 19
min en un horno eléctrico.

Para obtener el vitroceramico se realizd un tratamiento
térmico al vidrio. Este ha sido establecido mediante un
estudio previo [11] y consta de dos etapas; una a 820°C
durante 2 horas y otra a 1100°C durante 1 h.

El vidrio y el vitroceramico han sido caracterizados
mediante fluorescencia de rayos X (FRX) y difraccion
de rayos X (DRX). Para el vitroceramico se ha realizado
un estudio mineraldgico cuantitativo aplicando la
metodologia Rietveld [12].

Los estudios de bioactividad y la biocompatibilidad in
vitro, de los materiales desarrollados en el presente
trabajo, se realizaron en suero fisiologico artificial
(SFA) y mediante cultivos celulares, respectivamente.

Para los estudios de bioactividad, se han sumergido
probetas (1,6 x 5,7 x 8,6 mm®) de vidrio y vitroceramico
en SFA hasta 21 dias a 36,5 °C. Para la presente
investigacién se ha elegido como formulacion del SFA
la propuesta por Kokubo y col. en 1991 [13]. Después
de los dias de estudio, las muestras fueron lavadas con
agua destilada y acetona. La superficie de las muestras
se recubri6 con grafito para su estudio por microscopia
electrénica de barrido (MEB-EDS), mientras que para el
estudio de la evolucion del espesor de la capa formada
sobre la superficie; las probetas se cortaron
transversalmente y se embutieron en una resina epoxi
para su posterior pulido y observacién mediante MEB-
EDS. Para esta Ultima etapa fue necesario recubrir las
muestras con grafito.

Para el estudio de la biocompatibilidad se han realizado
ensayos en cultivo celulares, de células MG63
(provenientes de un osteosarcoma humano) para el
vidrio; y de células madre de médula 6sea humana para
el vitrocerdmico, durante 3 dias. Las células fueron
sembradas sobre el material con una concentracion de
5 x 10* células. Para cada tiempo estudiado se evalué la
adhesion, distribuciéon y morfologia celular, mediante
MEB.

Antes de ser observadas al MEB, las muestras fueron
preparadas adecuadamente con el procedimiento
establecido con anterioridad [14].

3. RESULTADOS.

Los resultados de FRX del vidrio y del vitroceramico
indican que se mantiene la compaosicion eutéctica de
partida sin pérdida de elementos volatiles como el
fésforo. Utilizando la composicion de partida y la
ecuacion establecida por Stevels [15] se ha calculado el
parametro de conectividad del vidrio (parametro Stevels
0Y)enl,36.

El difractograma de rayos X del vidrio, presenta una
curva difusa, tipica de un material amorfo. De los
resultados de DRX para el vitrocerdmico y del analisis
mediante la metodologia Rietveld, se ha establecido que
las fases presentes en el mismo son: apatita deficiente
en calcio (44,8 % peso), wollastonita 2M (28,0 % peso)
y fase amorfa residual (27,2 % peso). De los estudios
Rietveld y del célculo mediante analisis racional se ha
encontrado que el parametro Y para la fase amorfa es de
2,34

En la Figura 1 se muestran los resultados por MEB de
la superficie del vidrio después de los estudios en SFA a
3 y 21 dias. Después de 3 dias se puede observar una
capa formada por agregados con morfologia globular,
que después de 21 dias alcanzan un tamafio de ~200 nm,
con una relacion Ca/P cercana a 1,68 (resultados
obtenidos mediante EDS); lo que sugiere que se trata de
una apatita.

|.I. ] .
2.00um
L

|

UL L
C\ M) 7/17/09 2.00um

Figura 1. Micrografias obtenidas mediante MEB de la
superficie del vidrio después de (A) 3 dias y (B) 21 dias.



A diferencia del vidrio, para el vitroceramico después
de 3 dias en SFA no se observan agregados, sino una
disolucién preferente de fases (véase Figura 2). Después
de 21 dias de estudio se observan agregados con
morfologia pseudohexagonal con una relacién Ca/P de
1,66.

Figura 2. Micrografias obtenidas mediante MEB de la
superficie del vitrocerdmico después de (A) 3 dias y (B)
21 dias.

Los resultados del estudio de las secciones transversales
de las muestras por MEB se muestran en la Figura 3. Es
posible observar que para el vidrio la capa alcanza un
espesor maximo (~ 28 um) a los 14 dias de estudio en
SFA. Para el vitroceramico el espesor maximo (~ 4 pum)
se alcanza a los 21 dias.

En las Figuras 4 y 5 se muestran la superficie del vidrio
y del vitroceramico, respectivamente, después de 3 dias
de cultivos celulares. Las células sembradas sobre el
vidrio presentan una forma poligonal y estan dispersas
en toda la superficie de la muestra.

Las células sembradas sobre el vitrocerdmico presentan
una morfologia alargada y no cubren la totalidad de la
superficie de la muestra.
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Figura 3. Evolucion del espesor de la capa formada
sobre la superficie de las muestras con el tiempo de
inmersién en SFA.
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Figura 4. Micrografias obtenidas mediante MEB de la
superficie del vidrio después de 3 dias de cultivo con
células MG63.
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Figura 5. Micrografias obtenidas mediante MEB de la
superficie del vitroceramico después de 3 dias de cultivo
con células madre de médula 6sea humana.



4. DISCUSION.

El pardmetro de Stevels de la fase amorfa del
vitroceramico es mayor que el del vidrio original, ya
que al cristalizar la fase apatita deficiente en calcio (Ap
dCa) aumenta el contenido de silicio en la fase amorfa
residual. De todas formas, el valor de Y para ambos
materiales es menor de 3,16 por lo que presenta
posibilidades de ser bioactivo [15]. Esta caracteristica se
ha confirmado mediante ensayos en SFA, observandose
al final del periodo de estudio (21 dias) la formacion de
una capa con una relacion Ca/P cercana al de la apatita.

Se han observado marcadas diferencias entre los
resultados en SFA para los dos materiales estudiados.
El vidrio después 3 dias en SFA presentaba sobre su
superficie la capa rica en Ca y P, mientras que para este
mismo tiempo de estudio el vitroceramico presentaba
una disolucion preferencial de las fases méas solubles,
que al pH y la temperatura del SFA; son la wollastonita
2M y la fase amorfa residual. El espesor de la capa al
final del estudio (21 dias) es significativamente mayor
para el vidrio que para el vitroceramico.

Las diferencias antes mencionadas se deben a la alta
reactividad del vidrio en SFA; mientras que el
vitroceramico al presentar en su composicion Ap dCa
(fase mayoritaria en este material) lo hace menos
reactivo, ya que es una fase estable al pH y temperatura
de estudio.

Por otro lado, las diferencias mostradas en los
resultados para los cultivos celulares para los dos
materiales pueden explicarse por la diferencia de las
células usadas y/o por la reactividad del material.

Diferentes estudios han demostrado [16] que la
formacion de una capa de apatita o capa rica en Cay P
favorece la adhesién celular. Por lo tanto, el vidrio al
formar f&cilmente esta capa a los 3 dias de estudio
presentard mayor adhesion y proliferacion celular.

5. CONCLUSIONES.

Los materiales desarrollados en la presente
investigacién son bioactivos, formando una capa de
apatita después de 21 dias en SFA. lgualmente,
mediante cultivos celulares se establecié que son
biocompatibles.

La microestructura y mineralogia presentada por el
vidrio y el vitroceramico condicionan su reactividad y
por lo tanto su comportamiento in vitro.
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