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Resumen: Se han preparado y caracterizado biomateriales dentales basados en fosfato
de zinc, con el proposito de estudiar los efectos de varios aditivos de calcio en su
composicion, morfologia y bioactividad. Un primer estudio consistié en analizar los
cambios introducidos, con respecto a un material de referencia, por la adicién de dos
reactivos de calcio, silicato tricalcico y zincato de calcio. Para ello, se realiz6 un
seguimiento de los productos sintetizados, utilizando las técnicas de caracterizacion de
difraccion de rayos-X (DRX) con analisis de Rietveld, fluorescencia de rayos-X
(WDXRF), analisis térmico diferencial y termogravimétrico (ATD-TG), microscopia
electrénica de barrido (SEM) y andlisis superficial mediante adsorcién de nitrogeno
(ASP). Los cementos dentales obtenidos constan de varias fases cristalinas,
principalmente hopeita, Zn3(PO4)2-4H,0, junto con otras fases secundarias, existiendo,
ademas, una fase amorfa en la que invariablemente siempre se encuentra el calcio. Esto
influye en la morfologia y porosidad de los materiales, siendo las muestras con méas
zincato de calcio las menos porosas. El segundo estudio se basé en la preparacién de
recubrimientos de fosfato zinc sobre sustratos de titanio (Ti). El proceso consistié en un
tratamiento hidrotermal del metal con disoluciones de fosfato de zinc y los aditivos de
calcio usados en el estudio anterior. El objetivo fue comprobar si al incluir calcio en
tales recubrimientos, lo cual favorece la osteointegracion del metal implantable, la capa
superficial de fosfato de zinc es estable y mantienen la biocompatibilidad del metal. En
ambos estudios se analizo, in vitro, la respuesta celular para los biomateriales
desarrollados. ElI Analisis de citotoxicidad, mediante el ensayo de MTS, asi como los
estudios de inmunofluorescencia, mediante microscopia confocal (MC), y SEM,
mostraron una biocompatibilidad similar a los materiales de referencia.

Palabras Clave: cemento dental, biomateriales, fosfato de zinc, hopeita, zincato de
calcio, silicato tricalcico, recubrimiento de titanio, cultivo celular, biocompatibilidad.



Abstract: Zinc phosphate-based dental cements, modified with calcium additives
(tricalcium silicate and calcium zincate) have been prepared and full characterized, with
the purpose of studying the effects of these additives on their composition, morphology
and bioactivity. A first stage consisted of analyzing the changes introduced with respect
to a reference material by using X-ray diffraction (XRD) with Rietveld refinement, X-
ray Fluorescence (WDXRF), differential thermal and thermogravimetric analyses
(DTA-TG), scanning electron microscope (SEM) and BET surface analysis. The
obtained dental cements consist of multiple crystalline phases, mainly hopeite,
Zn3(PO4)2-4H,0, together with other secondary phases. Additionally, an amorphous
phase of unknown composition as yet, in which calcium is invariably present, was also
detected. The morphology and porosity of biomaterials was found to be affected by the
type and amount of the calcium additive, the less porous sample being that prepared
with calcium zincate. The second stage of this study deal with the preparation of zinc
phosphate-based coatings on titanium substrates. The process consisted of a
hydrothermal treatment of the metal with calcium-containing solutions of zinc
phosphate. The goal was to check the effects of the presence of calcium on coating
properties, such as chemical stability and biocompatibility. For both kinds of
biomaterial preparations, the cell response was analyzed, in vitro. Analysis of
cytotoxicity by MTS testing, as well as immunofluorescence, using confocal
microscopy (CM), and SEM studies, showed a biocompatibility behavior similar to that
of the reference biomaterials.

Keys words: dental cement, biomaterials, zinc phosphate, hopeite, calcium zincate,
tricalcium silicate, titanium coating, cell culture, biocompatibility.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. MOTIVACION Y OBJETIVOS

El dominio de investigacion de los biomateriales es multidisciplinar e incluye
diversos aspectos de la ciencia de los materiales, la quimica, la fisica, la biologia y la
medicina. Un biomaterial es un material farmacoldgicamente inerte, disefiado para
interactuar con sistemas bioldgicos con el fin de tratar, evaluar, reemplazar cualquier
tejido, érgano o funcién del cuerpo. Su aplicaciones y rendimiento, son de vital
importancia para el desarrollo de implantes y tejidos en ingenieria biomédica.

La situacion actual en biomateriales como los implantes dentales, obliga a
desarrollar y mejorar los cementos dentales, asi como las técnicas de recubrimiento para
dichas proétesis. Desde una mejora de sus propiedades mecanicas, capacidad
anticariogénica, osteointegracion, reduccion de costes y mejora de la calidad entre otras.

El presente TFG tiene como finalidad preparar, caracterizar y verificar, mediante
test de biocompatibilidad, la idoneidad de biomateriales dentales, basados en fosfato de
zinc. El objetivo que se persigue con esta aproximacion metodolégica es obtener
materiales bioactivos, con posibilidad de interaccionar con los materiales biolégicos vy,
asi, aumentar su integracion realizando pruebas de recubrimiento de titanio puro, de uso
dental, con los fosfatos de zinc, con el objeto de aumentar la osteointegracién del metal
implantable.
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1.2. ORGANIZACION DE LA MEMORIA

Este documento esté estructurado en cinco capitulos principales: Introduccién (1),
Materiales y Métodos (2), Técnicas de Caracterizacion (3), Resultados y Discusién (4)
y, finalmente, Conclusiones y Lineas Futuras (5).

En el Capitulo 1 se pone de manifiesto las principales motivaciones y objetivos
que se han tenido en cuenta para la realizacién de este Trabajo Fin de Grado (TFG), asi
como una descripcion del estado del arte en distintos aspectos, desde los cementos
dentales hasta las técnicas de recubrimiento en implantes de Titanio. Se revisa la
estructura y composicion quimica dental, los diversos cementos dentales existentes y
por Gltimo, las principales técnicas de recubrimiento de Titanio.

El Capitulo 2 esta dedicado a la descripcion de los métodos de sintesis utilizados
en la preparacion de los materiales. Por un lado, la sintesis de los cementos dentales
derivados del cemento de fosfato de zinc, y por otro, el método hidrotermal utilizado
para el recubrimiento de Titanio. Por ultimo, se detalla el proceso de funcionalizacion
celular de los materiales sintetizados.

En el Capitulo 3 se describen las diferentes técnicas de caracterizacion, tanto de la
estructura local como de la microestructura, utilizadas a lo largo del TFG.

En el Capitulo 4 se discuten los resultados mas relevantes obtenidos durante la
realizacion del presente trabajo de investigacion. Se describe la caracterizacion de los
materiales mediante diferentes técnicas estructurales y microestructurales, asi como la
funcionalizacion celular de los materiales sintetizados.

Por ultimo, en el Capitulo 5 se resumen las conclusiones generales y los
principales logros de este trabajo, asi como las posibles lineas de desarrollo.

1.3. EL DIENTE Y SUS TEJIDOS

El sistema masticatorio es el conjunto de tejidos y érganos inervados encargados
de la masticacion, la deglucién e incluso del habla y de la fonética. Esta formado por
huesos, dientes, articulaciones, ligamentos y musculos. Algunos de estos constituyentes
son tejidos duros, como las piezas dentarias y el hueso alveolar; otros, son estructuras
blandas que sostienen y protegen a los anteriores.

Los seres humanos poseen dos denticiones a los largo de su vida. La primera es la
Ilamada denticién temporal o decidua (empieza a formarse alteraciones congenitas,
enfermedades dentales...), donde los primeros dientes aparecen aproximadamente a los
6 meses hasta los 28 meses. A partir de los 6 afios, los primeros dientes permanentes
empiezan a erupcionar. Dicha emergencia indica el periodo de transicién en el que
concurren dientes temporales con dientes de reemplazo hasta los 12 afios, momento en
el que comienza la fase de denticién permanente [1].
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1.3.1. Morfologia del diente

El diente es un drgano duro, formado por cuatro tejidos, tres derivados del
mesodermo: la dentina, el cemento y la pulpa, y uno derivado del ectodermo: el esmalte
[2]. Ademas, esta constituido por una corona clinica (porcion libre) y una raiz (porcién
inserta en la cavidad del hueso maxilar denominada alveolo dentario). La unién entre
ambos es el cuello dentario (Figura 1).

El esmalte dental es el tejido mas duro y mineralizado del organismo, asi como
acelular. Su dureza se debe a su elevado contenido en sales minerales y a una
organizacion cristalina particular, haciéndolo la capa protectora del diente. Es
translicido y recubre a la dentina, la cual le da el color al diente [3].

— Esmalte

Corona—| [ ) Senit
—— Dentina

Raiz—

| _Ligamento
.| periodontal

Nervio y
suministro
sanguineo

Figura 1. Estructura anatémica del diente [4].

La dentina es el segundo tejido mas duro del cuerpo humano. Su contenido
mineral es menor que el del esmalte porque tiene mas cantidad de fase organica (las
cual determina su elasticidad) y un plasma acuoso. La dentina se diferencia del esmalte
por ser un tejido capaz de autorepararse [3]. La pulpa es un tejido conjuntivo gelatinoso
altamente vascularizado que ocupa la cavidad pulpar de la corona y el conducto
radicular.

El complejo dentino-pulpar esta constituido por distintos tipos de células, de las
cuales las mas importantes son los odontoblastos, responsables de formar y reparar la
dentina. Estas células producen la matriz colagena de la dentina participando en el
proceso de calcificacion de la misma. También encontramos fibroblastos que secretan
los precursores de las fibras colagenas, reticulares y elasticas permitiendo la unién entre
si de las células; células ectomesenquimaticas, las cuales disminuyen con la edad;
macrofagos, que cambian de forma segun se encuentren fijos o libres en el tejido
conectivo actuando como mecanismo de defensa y otras células como linfocitos, células
plasmaticas, etc. [3].

El cemento es un tejido conectivo calcificado responsable de la fijacién del diente
al hueso alveolar. Entre sus células formadoras encontramos cementoblastos,
cementocitos (cementoblastos atrapados en el interior del cemento mineralizado) y
cementoclastos, los cuales tienen capacidad de resorcién de los tejidos duros [3]. El
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cemento dental se encuentra rodeando a la superficie externa de la raiz del diente y
recubriendo al mismo tiempo la dentina.

Por ultimo, el periodonto es el conjunto de tejidos que constituyen el érgano de
sosten y proteccion del diente. Formado por el cemento, el ligamento periodontal y el
hueso alveolar, comprende dos regiones: la encia que rodea al cuello dentario y la unién
dentogingival que une la encia a la pieza dentaria.

1.3.2. Composicion quimica de los tejidos del diente

1.3.2.1 Composicion del esmalte

Quimicamente estd constituido aproximadamente por un 96% de matriz
inorganica, un 1% de matriz organica y un 3% de agua. El material inorganico esta
formado por diminutos cristales de apatita en forma de carbonato apatita con alta
sustitucion ionica, organizandose en cristales de 50 nm de ancho y 25 nm de grosor.

La composicion quimica de la apatita cambia radicalmente de superficie a interior;
este Gltimo es menos denso y contiene méas carbonato y magnesio y menos fluoruro. De
forma general, se puede representar por la siguiente formula [5]:

(Ca, Mg, Na)lo.x[(PO4)6-x(C03)x] (O H)z-x

Lo cual indica que el biomineral es no estequiometrico, deficiente en calcio y
fosfato, este ultimo parcialmente sustituido por carbonato. Ademas de los indicados en
la férmula, otros muchos elementos pueden estar presente en diferentes
concentraciones, sustituyendo parcialmente al Ca** o0 al OH", por ejemplo, K*, Sr**, CI,
F, etc.

Los cristales segun el angulo de corte, se disponen como bandas delgadas
dispuesta irregularmente en cortes longitudinales, o como secciones ovoides en cortes
transversales, Figura 2. Forman prismas hexagonales en la matriz extracelular, esmalte
prismatico, de 5 um de ancho y 9 um de largo dispuestos perpendiculares a la superficie
de dentina, de forma circular y entrelazada. Sin embargo, en la periferia de la corona
dental se encuentra el esmalte aprismatico, ver Figura 2. Este se caracteriza por una
variacion brusca en la organizacion y orientacion de los cristales [3], [6].

Figura 2. En A, esmalte prismatico en corte longitudinal, en B, esmalte aprismatico [7].
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La estructura de la apatita puede verse en la figura 3. Los iones hidroxilo se
encuentran en canal central (direccion c) interaccionando con iones de calcio (Ca2), que
se disponen en los veértices de un hexadgono. A su vez existen otros iones de calcio (Cal)
que ocupan los veértices de otro hexagono periférico. Los iones fosfato se colocan entre
los dos tipos de iones de calcio.

@ L on &

® Oxygen
e Phosphorous
@ Hydroxide (OH)
® 3@ calcium :
L ]
4 Phosphate (PO,)
* e

Figura 3. Modelo estructural de hidroxiapatito a la izquierda de la figura [8]. A la derecha se muestra la
estructura plana de los hexagonos con la disposicion de iones calcio y fosfato alrededor del hidroxilo en el eje
central [9].

La matriz orgénica resulta dificil de caracterizar debido a la contaminacion que se
produce al intentar separar su fase organica, sin embargo, se sabe que esta constituida
por una pequefia cantidad de polisacaridos y proteinas (principalmente enamelinas) [10].
Las amelogeninas se localizan entre los cristales de las sales minerales y su contenido
disminuye a medida que madura el esmalte. De la degradacion de las amelogeninas
resultan las enamelinas (localizadas en la periferia de los cristales), formando las
proteinas de cubierta. En la capa mas exterior podemos encontrar ameloblastinas. Por
altimo, el agua se localiza en la periferia del cristal formando la capa de hidratacion.

Las células formadoras de esmalte son los ameloblastos. Dicho mecanismo se
conoce como amelogénesis, y consta de una primera fase de elaboracion de la matriz
organica y de una segunda fase, la mineralizacion de la misma.

1.3.2.2 Composicion de la dentina

La composicion quimica de la dentina es aproximadamente de 70% de materia
inorganica (principalmente cristales de hidroxiapatita), 18% de materia organica
(principalmente fibras colagenas) y 12% de agua [3].

La matriz inorganica estad compuesta por cristales de hidroxiapatita, siendo mas
pequefios y delgados que los del esmalte y méas parecidos a los del tejido 6seo. Los
cristales se orientan de forma paralela entre los espacios de las fibras de colageno. En la
fraccion mineral, ademas hay cierta cantidad de fosfatos amorfos, carbonatos, sulfatos y
oligoelementos. La matriz organica esta constituida por un 90% de colageno (tipo | en
un 98%), 10% de proteinas no colagenas y fosfolipidos [3].
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En la estructura de la dentina podemos encontrar unidades primarias como los
tubulos dentarios, que son estructuras cilindricas delgadas que se extienden por todo el
espesor de la dentina y unidades secundarias, que son las lineas incrementales, las
cuales se deben al crecimiento continuo de la dentina.

1.3.2.3 Composicion del cemento

El cemento contiene de 46 a 50 % de sustancia inorganica, un 22 % de materia
orgénica y un 32 % de agua. La parte inorganica esta formada por fosfatos de calcio en
forma de cristales de hidroxiapatita mas pequefios que los del esmalte y la dentina.
Estos cristales son mas delgados en la superficie aumentando hacia las capas profundas.
Ademas contiene carbonatos de calcio y oligoelementos, teniendo la mayor cantidad de
fluoruro de todos los tejidos mineralizados del cuerpo. Segun su composicion, podemos
encontrar tres tipos de cementos, el acelular, el acelular y el afibrilar [3]. La matriz
organica esta compuesta por colageno (tipo | en un 90%), proteoglucanos,
glucosaminoglucanos y glucoproteinas.

1.3.2.4 Composicion de la pulpa

La pulpa esta formada por un 75% de agua y un 25% de materia organica
constituida por células y matriz extracelular. Estructuralmente podemos distinguir
cuatro zonas: una zona odontoblastica en la periferia pulpar, la zona acelular por debajo
de los odontoblastos, una zona celular y la zona central de la pulpa que se caracteriza
por la presencia de vasos sanguineos y nervios [6].

1.4. CEMENTOS DENTALES

La odontologia restauradora se encarga del cuidado y conservacion de las piezas
dentarias. Ante dientes con caries, fracturados o incluso ausencia de ellos, existen las
restauraciones dentales directas y las indirectas. EI modo directo es aquel en el que
rellenan espacios mediante amalgamas o composites y el indirecto es en el que se
fabrica un modelo que actuara como prétesis uniéndose al diente, mediante cementos
convencionales o adhesivos.

La funcién principal de un cemento dental es llenar el espacio entre el material
restaurador (definitivo o provisional) y la preparacion de los dientes (o implante), asi
como para mejorar la resistencia al desprendimiento de la restauracion durante su
funcion. El éxito a largo plazo de una restauracion es muy dependiente de la adecuada
seleccion y manipulacién de los mismos.

La mayoria de los cementos se suministran en forma de polvo y liquido. A
excepcion de los cementos de resina, el liquido suele ser una solucién acida y el polvo
de naturaleza basica que al fraguar adquieren suficiente resistencia como para ser
empleados en restauraciones permanentes o temporales. Dada la gran variedad de
cementos disponibles actualmente, existen distintas clasificaciones. Algunas atienden a
la capacidad de adhesidn, otras a su composicion quimica y otras a su longevidad. Un
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resumen cronolégico puede visualizarse en la Figura 4 y algunas de las propiedades
fisicas de los mismos en la Tabla 1.

11850 1880 +1940 1968
Zinc oxide eugenol ﬂ Zinc phoshate q Silicate cement ﬂ Zinc polycarboxylate
cement cement cement
+2004 1992 1975 1972
Self-adhesive resin — Resin modified glass — Composite resin 4= Glass-ionomer
cement -ionemer cement cement cement

Figura 4. Desarrollo cronolégico de los cementos dentales [11].

1.4.1. Oxido de zinc y eugenol

El cemento se forma a partir de una mezcla de éxido de zinc y eugenol. Diversos
aditivos se han combinado para mejorar su resistencia y solubilidad, por ejemplo, silice,
alumina, fosfato dicalcico entre otros; sin embargo, a pesar de su buen efecto sobre la
pulpa por su contenido de eugenol, tiene un alto espesor de pelicula y se ha limitado su
uso en la préactica clinica actual [12].

1.4.2. Fosfato de zinc

Se basa en una reaccion acido-base a traves de la mezcla de polvo y liquido. El
polvo es 6xido de zinc con O0xido de magnesio (2-10%) y el liquido es acido fosférico
(45-64%) con oOxido de aluminio (0-3%) y oOxido de zinc (0-10%). El uso de estos
reactivos se debe a que forman fosfatos que estabilizan el pH acido y reducen su
reactividad [13].

La mezcla del cemento es critica y debe realizarse en una placa de vidreo a
temperatura ambiente o incluso enfriada a 6 °C, en pequefios incrementos en un area
amplia. El fracaso en la mezcla, acelera la reaccion y afecta a la consistencia del
cemento final. Durante la mezcla, comienza una reaccion exotérmica, formando una
matriz amorfa de 6xidos de zinc y en la superficie, fosfato acido de zinc que finalmente
se transforma en un fosfato de zinc terciario hidratado, Zn3(PO,),-4H30, conocido como
Hopeita. EI MgO reacciona para formar fosfato de magnesio (Mgs(PO,)s,).

El tiempo de trabajo del cemento se puede extender en gran medida desde 2-11
min., y esta influenciado por la relacién polvo/liquido, las pequefias variaciones en el
tiempo y contenido de agua del componente liquido. Este ultimo, también influye en la
aparicion de poros amplios y capas de cristales en la superficie, afectando a las
propiedades de resistencia y adhesiva del cemento.

Algunas de sus ventajas son su facil manipulacion y su bajo coste, fuerza
compresiva de 83 a 110 MPa y bajo grado de solubilidad. Entre sus desventajas tiene un
pH inicial de 3,5 lo que provoca irritacion pulpar, carece de adhesion a estructura dental
ya que ejerce una unidén mecanica [14]. Sin embargo, esta permitiendo su uso en areas de
gran esfuerzo masticatorio y protesis parciales fijas extensas [11].
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Algunas modificaciones que ha tenido este tipo de cemento ha sido la adicion de
cobre; provocando decoloracion y siendo téxico, plata; haciéndolo pocos estéticos,
fluoruro de estafio (1-3%); para proporcionar propiedades anticariogénicos y eugenol,
para evitar la acidez inicial. A pesar de ello, estos cementos tenian baja resistencia y
fueron altamente solubles.

1.4.3. Hidréxido de calcio

Compuesto basicamente de hidréxido de calcio (Ca(OH)), mas agua bidestilada
formando un hidrogel. Es el material de proteccion mas soluble, tiene baja resistencia y
se usa para proteger a la pulpa por su accién basica [12].

1.4.4. Cementos de silicato

Fue uno de los primeros cementos translucidos. El polvo estd compuesto por
6xido de silicio, 6xido de aluminio y fluoruros. El liquido es una solucién acuosa de
acido fosforico, con mayor porcion de agua que los cementos de fosfato de zinc [13].
Son altamente irritantes para la pulpa, de alta fragilidad y solubilidad.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los principales tipos de cementos dentales [12].

Tipo Tiempo Espesor = Adhesién = Resistenciaa = Resistencia = Solubilidad = Médédulo
cemento fraguado  pelicula ala la ala en agua (%) @ elastico
(min) (0] dentina comprension traccion (GPa)
(MPa) (MPa) (MPa)
Zn0y
eugenol 4-10 25 - 6-28 - 0.04 5.4
Fosfato de
Zinc 5 <25 0 104 5.5 0.06 13.5
Policarbo-
xilato de 6 <25 - 55 6.2 0.06 5.1
zinc
lonémero
de vidrio 7 <25 1.1-45 86 6.2 0.4-1.5 7.3
lonémero
de vidrio 5-6 10-22 5-7 120-155 20-24 0.07 0.037
con resina
Resina 2-4 >25 18-30 70-172 34-37 0.01 2.1-3.1
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1.4.5. Policarboxilato de zinc

Fue el primer cemento que surgié al buscar un agente cementante adhesivo, se
trata de una reaccion &cido-base al afiadir 6xido de zinc y de magnesio a una solucion
viscosa de &cido poliacrilico. Las principales ventajas son su baja irritacion pulpar y
facil manipulacion. Presenta baja resistencia a la compresion, débil adhesion al diente y
el exceso se debe retirar antes de que frague [14].

1.4.6. lonémero de vidrio

Se trata de una reaccién acido-base entre particulas de material vitreo fluorado,
silicato de aluminio y un liquido compuesto por &cido poliacrilico y carboxilicos. Posee
adhesion al diente, pero presentan sensibilidad a la humedad y son altamente solubles
[14]. Carecen de resistencia en zonas de elevada concentracién de carga, por lo que se le
incorpord particulas metalicas. Su aspecto grisaceo los hace poco estéticos, han sido
recomendados como una alternativa a la amalgama en ciertas aplicaciones [12].

1.4.7. lonémero de vidrio modificado con resina

Este tipo de cemento se forma reemplazando parte del acido poliacrilico en el
iondmero de vidrio convencional por monomeros hidrofilos de metacrilato. Entre sus
ventajas se destacan su facil manipulacion, mejor resistencia a la compresion y tension
que el fosfato de zinc, los cementos de policarboxilato y algunos iondmeros
convencionales, asi como poca sensibilidad en la pulpa si su mezcla se realiza
correctamente [11]. A pesar de la liberacion del fldor, su efecto no esta bien definido y
precisa mas estudios; ademas, la retencion del material es menor [15].

1.4.8. Cemento con resina

Los cementos con resina fueron introducidos como alternativa a la reaccion acido-
base. Son cementos a base de polimeros que pueden ser polvo-polvo o polvo-liquido. El
acido metacrilico monomérico se combina con un material vitreo, a base de
fluoroaluminosilicato de bario, cuarzo, silice y otros rellenos de vidrio [14]. Presenta
alguna desventajas como la inhibicidn parcial en presencia de éxido de zinc y eugenol,
y protectores pulpares, ademas de presentar escasa retencion en estructuras cementadas
sobre implantes y su elevado coste. Algunas de sus ventajas son su union a la dentina y
su baja solubilidad [12].

A pesar del gran nimero de cementos que hay a dia de hoy, ninguno de ellos
puede reemplazar al esmalte y a la dentina, por ello es de suma importancia su
preservacion. Ademas, no existe el cemento que pueda ser usado universalmente para
todas las restauraciones, pues cada uno posee caracteristicas que las diferencian una de
otras. El hecho de la busqueda del cemento ideal, se debe a que la restauracion debe
fijarse perfectamente al diente, es decir, perfecto sellado marginal y duradero evitando
el intercambio de bacterias presentes en los fluidos bucales que puedan conllevar a la
aparicion de caries y sensibilidad dental.
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Aunqgue el uso del cemento de fosfato de zinc ha disminuido debido a sus
propiedades mecénicas y bioldgicas frente a otros mas novedosos, su trayectoria exitosa
apoyada en evidencias clinicas [13] lo mantiene hoy en dia en gran uso para
restauraciones cementadas. Este hecho, junto con las ventajas que tiene, despierta el
interés por llevar a cabo modificaciones quimicas para evaluar si se obtienen mejorar
frente a otros cementos.

1.5. RECUBRIMIENTO DE TITANIO

La mayoria de los biomateriales metélicos son considerados inertes y muy
utilizados en implantologia. Los principales son el acero inoxidable, el titanio y sus
aleaciones asi como también aleaciones de cobalto.

El titanio es un metal reactivo que expuesto al medio ambiente forma una fina
capa de 6xido (4-5nm) que evita su corrosién [15]. Sin embargo, la capa de 6xido no es
estable bajo condiciones de carga pudiendo liberar iones Ti, por lo que es necesario
realizar revestimientos quimicamente estables y biocompatibles que eviten su corrosion
y toxicidad al entrar en contacto con los fluidos corporales favoreciendo la
osteoconductividad [16].

El titanio comercialmente puro tiene diversos grados de pureza graduadas de 1 a 4
que se caracterizan en funcién del contenido de oxigeno, carbono y hierro. Algunas de
sus caracteristicas principales son su resistencia frente a los fluidos corporales y a la
corrosion, su elevada resistencia a la traccion, gran tenacidad y bajo mddulo elastico
[17].

A pesar de sus excelentes propiedades es necesario tener en cuenta la localizacion
del implante, pues la interfase tejido-implante que se originara determinard la
biocompatibilidad del mismo. En el caso de implantes llevados a cabo en el hueso es
necesario que tras la respuesta inflamatoria por parte del organismo, los fibroblastos no
formen una capa fibrosa que evite el contacto directo con el implante. Este hecho
favoreceria micromovimientos y rechazo del material. En el caso ideal, las células que
se diferencian en osteoblastos deben formar junto con los fibroblastos una capa cerca de
la superficie del implante llenando el espacio entre el hueso y el implante con una
matriz colagénica que posteriormente mineralizara llevando a cabo la osteointegracion
[18].

1.5.1. Mecanismos de modificacion de la superficie de titanio

Dada la importancia de controlar las propiedades fisico-quimicas y la morfologia
de la superficie del implante, se han ido desarrollando una gran variedad de métodos
que modifican la superficie de los mismos. Hay diferentes clasificaciones de los
tratamientos superficiales en los metales. Un tipo de clasificacion podria ser en dos
grupos principales, modificacion de la superficie y revestimiento de la superficie [16].
Hay muchos tipos de métodos de modificacion superficial, tales como, tratamiento
hidrotermal, pulverizacion catddica de iones, grabado acido, tratamiento con peroxido
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de hidrégeno, etc. También hay métodos de recubrimiento como rociado de plasma,
deposicion por laser, preparacion del sol-gel, entre otros. Otra clasificacion podria ser
en funcion de si son métodos mecénicos (modificacion del tamafio de poros, desgaste,
rugosidad etc.), métodos quimicos (tratamientos quimicos, métodos de sol-gel, etc.) o
metodos fisicos (pulverizacion térmica, implantacion de iones, etc.) [19].

Los métodos mecénicos consisten en obtener topografias superficiales especificas
llevadas a cabo con deformaciones que aumentan la dureza superficial. Incluyen
mecanismos de pulido, desgaste, entre otros.

Los métodos quimicos son aquellos que mejoran la biocompatibilidad, la
osteointegracion, la resistencia a la corrosion, etc. Algunos de los métodos quimicos
utilizados son: los tratamientos quimicos, basados esencialmente en reacciones entre el
titanio y una solucion; el método sol-gel, en el que se depositan revestimientos
ceramicos delgados asegurando un mejor control con respecto a la composicion quimica
y microestructura del recubrimiento; la deposicion quimica en vapor, donde se realiza
una deposicién de un compuesto no volatil sobre el sustrato aumentando la dureza y la
resistencia a la corrosion; los procesos electroquimicos, los cuales consisten en
depositar finas capas de metal sobre la superficie del material sumergido en una
solucion de iones metalicos o electrolito; los métodos bioquimicos, llevados a cabo por
electrodeposicion de fosfato de calcio, proteinas o factores de crecimiento.

Los métodos fisicos persiguen formar peliculas porosas, densas y resistentes.
Incluyen procesos tales como la pulverizacidn térmica, donde los materiales de
revestimiento son fundidos térmicamente y pulverizandolos a alta velocidad sobre el
sustrato, implantacion de iones y sputtering (pulverizacion catddica).

Ademés de estos métodos mencionados, recientemente se estan estudiando la
obtencién de nanoestructuras que interaccionen con las células permitiendo una mejor
adhesion e incluso liberacion de farmacos al poseer una superficie y caracteristicas
mecanicas similares a las del hueso; modificaciones con gradientes, es decir, obtencion
de dos materiales con diferentes propiedades formando wuno; modificaciones
biomiméticas, las cuales emulen a la naturaleza conduciendo asi respuestas celulares
deseables [18].

Cabe destacar que la mayoria son procesos caros, y que se estudiard el
recubrimiento en Ti por la técnica de fosfatacion de zinc por su bajo costo, facil
produccidn, buena resistencia a la corrosion, etc. Se trata de una técnica muy conocida
en revestimientos en el campo de la ingenieria. La capa de recubrimiento es
quimicamente estable y fuertemente adherida. Se compone de zinc y de fosfato, este
altimo en cantidad similar al de la hidroxiapatita, pudiendo ser un método alternativo a
los recubrimientos de hidroxiapatita. Se pretende con ello, llevar a cabo una hibridacion
con ceramicas bioactivas que al interaccionar con el hueso, tejidos adyacentes y fluido
oral, pueda llegar a formar hidroxiapatita, ver Figura 5.
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Figura 5. Esquema de la formacién de hidroxiapatito a partir de ceramicas bioactivas (modificacion de
http://www.azom.com/article.aspx?ArticlelD=4022).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PREPARACION DE LOS CEMENTOS DENTALES

El cemento se sintetizo a partir de una fase liquida y una solida que se mezclaron
posteriormente. Para la sintesis de la fase solida del cemento se emplearon los
siguientes reactivos: 0xido de zinc, ZnO 99.5%, hidroxido de calcio, Ca(OH), 97%, y
oxido de magnesio, MgO 99.9%, de VWR Chemicals, 6xido de zirconio anhidro, ZrO,,
de Merck, silicato tricélcico, (3CaO-SiO,, alita), de Mineral Research Processing y
zincato de calcio, CaZny(OH)s(H,0),, sintetizado en el laboratorio segun el
procedimiento descrito a continuacion. Para preparar la fase liquida se mezcl6 acido
fosférico (H3PO,) 85%, de VWR Chemicals, con ZnO 99.5% e hidroxido de aluminio,
Al(OH)3), de Sigma-Aldrich.

2.1.1. Preparacion de la fase sélida del cemento

2.1.1.1. Sintesis del CaZn,(OH)s(H,0),

Para la sintesis del zincato de calcio se disolvié 0.25 g ZnO en 25 mL de una
disolucion de hidroxido de potasio (KOH) al 20%. Disuelto el ZnO, se adiciond 2.5g de
Ca(OH),, 3.6 mL de agua y 5.5 g de ZnO. Tras dos dias en agitacién se centrifuga la
suspension y el solido blanco se suspende en 100 mL de agua destilada, posteriormente,
se filtra y se lava con acetona. En Gltimo lugar, se seca en una estufa a 60°C [20].

23



2.1.1.2. Preparacion del polvo del cemento

Para obtener el polvo del cemento, se calcinaron los reactivos de ZnO, Ca(OH),,
MgO a 1000 ‘C durante 4 h. para reducir la reactividad del polvo y controlar sus
propiedades. Posteriormente se molturaron en un mortero de &gata y almacenaron por
separado en recipientes para muestras. Los reactivos AI(OH); y alita no se calcinaron.

El principal componente del polvo es el ZnO, conocido por su propiedad
antimicrobiana, proveniente de la liberacion de iones Zn?* que inhibe el transporte v el
metabolismo de los azUcares, desestabilizando la formacion de placa dental bacteriana
[21]. Ademas, el zinc interviene en la formacion de los huesos. El segundo reactivo
mayoritario es el MgO, esencial para el desarrollo de los dientes y huesos, da color
blanco y aumenta la resistencia a la comprension del cemento. Otros reactivos
minoritarios como relleno son: el CaO (resultado de calcinar Ca(OH),, que contiene el
componente mayoritario de los huesos y dientes, pudiendo formar Apatito al entrar en
contacto con el acido fosforico; zincato de calcio, por ser una combinacion de zinc y
calcio; silicato tricalcico, biocompatible e inductor de tejidos mineralizados. Por ultimo,
el reactivo ZrO; se utiliza por su radiopacidad, pues los implantes, hueso y cementos
endoddnticos necesitan ser lo suficientemente radiopacos para poder distinguirse del
resto de estructuras anatomicas circundantes. Hasta ahora, una de las opciones mas
utilizadas habia sido el 6xido de bismuto, pero se ha demostrado que causa decoloracion
dental y que influye negativamente en el crecimiento y proliferacion del tejido de la
pulpa dental [22].

2.1.2. Preparacion de la fase liquida del cemento

El liquido es una combinacion de H3PO, y agua con sales de zinc y aluminio que
actGan como buffer disminuyendo la velocidad de reaccion y amortiguando la acidez del
H3PO,. Para ello, se tomé H3PO, al 85% en peso y se afiadidé agua destilada hasta
obtener una concentracion del 56% en peso. EI motivo de usar esta concentracion es que
el contenido de agua en el liquido es significativo (44% en este caso), ya que controla la
ionizacion del acido influyendo en la velocidad de reaccién de fraguado [13].

En las distintas muestras preparadas, al H3PO, se afiadieron, hasta un 5% en peso
de la cantidad total de polvo, ZnO y Al(OH)3 segln se indica en la Tabla 1, 2 y 3, por lo
beneficios que aportan en la preparacion de los rellenos dentales, a pesar de tener la
opcidon de no introducir dichos reactivos.

2.1.3. Sintesis del cemento

El método de sintesis es el aplicado por Servais [23] ya que se sigue usando en la
literatura actual. Se prepararon diferentes series de muestras de cemento por peso
variando la proporcion de liquido/polvo. En la serie R, la de referencia, dicha relacion
era de 0.8 en peso; la composicion quimica del polvo utilizado fue una relacién en peso
de 10:1 de ZnO/MgO suponiendo un 95% en peso del total del polvo. El 5% restante lo
conformaban los reactivos ZnO y AI(OH)3, ver Tabla 2. Las series A, B y C (Tabla 3-
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5), se caracterizan porque el 5% restante lo conforman los reactivos de CaO, alita, Zr,,
ZnO y AI(OH)s. Con respecto a la serie R, la serie A solo afiade alita y Zr, y la serie B,
solo CaO. La serie C es una combinacion de todos los reactivos. Por Gltimo, la serie D
se caracteriza por afiadir el reactivo de zincato de calcio variando la relacion
liquido/polvo en peso hasta un valor de 0.55 (afiadiendo mas cantidad de polvo), ver
Tabla 6.

Para la sintesis del cemento, a temperatura ambiente, en una loseta gruesa de
vidrio se coloca la cantidad de polvo a mezclar para 1 g de liquido y, con una espétula
de acero inoxidable, se hacen 8 divisiones al polvo como se ilustra en la Figura 6. A
continuacion se va mezclando el polvo de forma sucesiva, durante unos 15 segundos
para cada division, hasta lograr la consistencia adecuada. De esta manera, se va
neutralizando la acidez de la pasta y se libera la maxima cantidad de calor, para que no
frague antes de tiempo, ya que se trata de una reaccién muy exotérmica.

0oono
ogao

Figura 6. Division del polvo de cemento junto con la fase liquida antes de proceder a su mezcla.

Si buscamos el cemento de tipo I, esta consistencia debe ser filante, utilizada para
la fijacion de protesis, incrustaciones o incluso bandas de ortodoncia. Para conseguir el
cemento de tipo 2, obteniendo una textura de masilla, se afiade mas cantidad de polvo
para la misma cantidad de liquido. EIl proceso de sintesis en ambos tipos es el mismo y
el tiempo total de mezcla es de dos minutos. Ambos tipos de cemento fueron
sintetizados consiguiendo afadir hasta 1.8 g. de polvo por 1 g. de liquido.

Tabla 2. Composicion de las fases sélida y liquida para la serie R de los cementos sintetizados y su pH
correspondiente (medido con un pHmetro a las 2 horas de la sintetizacion del cemento).

POLVO (%) LIQUIDO (%)
pH
SERIER:
ZnO MgO Peso total ZnO | AI(OH);
()

1 86.355 8.645 1.25 2.5 2.5 6.61
2 86.355 8.645 1.25 2 3 6.95
3 86.355 8.645 1.25 3 2 6.90
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Tabla 3. Composicion de las fases sélida y liquida para la serie A de los cementos sintetizados y su pH
correspondiente (medido con un pHmetro a las 2 horas de la sintetizacion del cemento).

POLVO (%) LIQUIDO (%)
pH
SERIE A:
Zn0O MgO 3Ca0Sio, ZrO,  Pesototal (g.) @ ZnO = AI(OH);
1 86.355 = 8.645 2 1.25 1 2 7.21
2 84.900 8.645 1.58 15 1.25 142 2 6.49
3 84.452 8.645 11 1.25 1.9 2 6.95

Tabla 4. Composicién de las fases sélida y liquida para la serie B de los cementos sintetizados y su pH
correspondiente (medido con un pHmetro a las 2 horas de la sintetizacion del cemento).

POLVO (%) LIQUIDO (%)
SERIE B:
pH
Zn0O MgO CaOo Peso total (g.) ZnO Al(OH)3
1 86.355 8.645 2 1.25 1 2 6.30

Tabla 5. Composicion de las fases sélida y liquida para la serie C de los cementos sintetizados y su pH
correspondiente (medido con un pHmetro a las 2 horas de la sintetizacion del cemento).

POLVO (%) LIQUIDO (%)
SERIE C: Peso
Zn0 MgO Ca0 @ 3Ca0O:SiO, ZrO, total ZnO AI(OH)
(9) 3
1 86.355 8.645 1 1 1.25 1 2 6.09
2 85.595 8.645 1.12 1.12 0.80 1.25 0.76 2 6.7
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Tabla 6. Composicion de las fases solida y liquida para la serie D de los cementos sintetizados y su pH
correspondiente (medido con un pHmetro a las 2 horas de la sintetizacion del cemento).

POLVO (%) LIQUIDO (%)
SERIE D: Peso pH
Zn0 MgO = 3Ca0-Si0, ZrO2 CaZny(OH)g2H,0  total ' ZnO = AI(OH),
(9)
1 81.1 8.19 2 5(0.90% CaO) 1.25 1 2 5.10
2 81.1 8.19 2 4 5 (0.90% Ca0) 1.29 1 2 6.37
3 86.355 8.645 2 4 7 (1.26% Ca0) 1.39 1 2 6.98
4 86.355 8.645 2 4 13,58 (2.5% CaO) @ 1.47 1 2 5.31
5 86.355 8.645 1 3 5,51 (1% CaO) 1.30 1 2 3.06

2.2. RECUBRIMIENTO DE TITANIO

En este estudio, piezas de Ti puro, en forma de discos, se trataron con
disoluciones de fosfato de zinc mediante un método hidrotermal. Tras el proceso, se
investigd la naturaleza de la capa de recubrimiento y la respuesta de células in vitro.

2.2.1. Preparacion de las soluciones de fosfato de zinc

Se utilizé el método descrito por Valanezhad et al. [16] en el que relacion molar
Zn/P se mantiene fija en un valor de 0.62. Asi, la disolucion de fosfato de zinc contiene:
H3P0,0.968 M, HNO3 2.53 M y ZnO 0.6 M. Se prepararon tres muestras diferentes. La
A, disolucidn de partida anteriormente descrita; la B, que incluye la adicion de CaO con
la relacion molar ZnO/CaO de la muestra B.1; y la C, que incluye la adicién de zincato
de calcio con la relacion molar ZnO/Zincato de la muestra D.2.

2.2.2. Preparacion de las muestras recubiertas

A partir de una lamina de Ti [24] de 0.127 mm de espesor se obtuvieron discos de
unos 13mm. de diametro. Los discos, lavados previamente con acetona y agua destilada,
se sumergieron en las correspondientes disoluciones de fosfato de zinc, situadas en
reactores de Teflon® aptos para sintesis hidrotermal. La reaccion se mantuvo a 180 °C,
durante 48 horas. Al finalizar, los discos se lavaron con agua destilada en bafio de
ultrasonidos.
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2.3. CULTIVOS CELULARES

Para evaluar la mofologia, diferenciacion, viabilidad y adhesion a las superficies
de las muestras preparadas, se utilizo células madre mesenquimales, procedentes de la
medula 6sea de rata. Por un lado, se evaluaron las muestras R.2, C.2 y D.4 en forma de
pastilla de 13 mm. de didmetro y 0.23 g. Para su realizacion, se prensaron aplicando una
fuerza de una tonelada en tres veces consecutivas. Por otro lado, se utilizaron las
muestras de recubrimiento de Ti obtenidas por calentamiento hidrotermal. Cada muestra
se hizo por triplicado. Dicho proceso se realiz6 en en el departamento de Biologia
Celular, Genética y Fisiologia de la universidad de Malaga.

El paso de las células supone transferirlas a un nuevo cultivo. Como las células se
encuentran en cultivos adherentes, han de ser inicialmente despegadas usando la enzima
tripsina. Dado que esta se inhibe al entrar en contacto con el suero, hace falta realizar
tres lavados con tampdn fosfato salino (PBS), pues el medio en el que se encontraban
cultivadas las células contenia suero fetal bovino (FBS), glutamina y una serie de
antibiéticos, mantenidas en una incubadora celular a 37 °C con 5% de humedad y 90%
de humedad.

Extraidas las células, se incubaron durante 4 min en las mismas condiciones que
se encontraban anteriormente en la incubadora. Tras este paso, se centrifuga para
eliminar la tripsina y se vuelve a preparar el medio de cultivo con FBS. Por dltimo, se
sumerge cada muestra (esterilizada a 121 °C durante 20 minutos) a analizar en pocillos
diferentes con los cultivos celulares durante 12 dias. ElI nimero de células usadas en
cada muestra fueron de 30000, incluyendo la muestra control. Cabe destacar, que en los
12 dias de cultivo, se realizaron cambios de medios para renovar los nutrientes y evitar
la acumulacion de productos metabdlicos potencialmente toxicos y células muertas.

2.3.1. Estudio de la viabilidad celular mediante MTS

La viabilidad celular se analiz6 mediante un método colorimétrico que determina
el nimero de células vivas debido a la bio-reduccion del reactivo de Owen, por la
accion de las co-enzimas NADPH (Nicotinamida-Adenina Dinucledtido fosfato) o
NADH producidas en las enzimas deshidrogenasa presentes en las células
metaboOlicamente activas. Para ello se utilizd (3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), mediante el Cell Titer 96 Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay, MTS [25].

El producto final es una coloracion a causa del formazan, el cual es soluble en el
medio de cultivo y puede ser cuantificado midiendo la absorbancia. Las muestras fueron
transferidas a una microplaca y lavadas con PBS. EI medio de cultivo se mezcld con el
reactivo MTS en una relacion 5:1. Transcurridas 3 horas de incubacidn, fueron extraidos
100 pl de medio y depositados en una microplaca para medir la absorbancia a 490 nm
utilizando un lector multiplacas.
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2.3.2. Estudio de la morfologia y diferenciacion celular mediante ensayos de
inmunofluorescencia

Para estudiar la morfologia celular, se utilizo la tincion del citoesqueleto de actina.
La preparacion de las muestras consistio en los siguientes procesos:

1. Se lavaron una vez con PBS, a 4 °C durante 1 hora, con una disolucién de
formalina al 10%.

2. Se lavaron nuevamente con PBS tres veces y durante 5 minutos con tampon
fosfato (PB) 0.1 M a temperatura ambiente.

3. Se afiadi6 el tampon bloqueo (TB) (8.9 mL de PB (0.1M), 1 mL de FBS (10%)
y 0.1 mL de triton X-100 al 0.1%) durante 2 horas a temperatura ambiente.

4. Posteriormente, cada muestra se mantuvo a 4 °C toda la noche en ausencia de
luz tras afiadir 10 pL de bodipy-FL phallacidin junto con el TB. Transcurrido
dicho tiempo, se eliminé la disolucion y se lavé con PB 0.1 M.

5. Por ultimo, se afiaden 5ul de 4.6-diamino-2-fenilindol (DAPI) incorporado
(Vectashield, Vector Laboratories inglaterra) con 5 ml de H,O por 30 minutos que
sirve para tefiir a los ndcleos. Transcurrido dicho tiempo se lavan nuevamente dos
veces con PB.

Para su visualizacion, se afiadi0 una gotita de medio de montaje (Dako
Fluorescent Mounting Medium) sobre el portaobjetos con las muestras.

2.3.3. Estudio de la adhesién y morfologia celular mediante SEM

Para estudiar la adhesion y la morfologia adoptada por las células cultivadas sobre
las distintas muestras, se utilizé el microscopio electronico de barrido a un voltaje de
10KV. Las muestras fueron lavadas con PBS (2 veces) y fijadas con una disolucion de
glutaraldehido al 2 % durante una noche a 4°C. Pasado este tiempo, se lavaron con PBS
tres veces mas. Previamente a su visualizacion, fueron deshidratadas en distintas
concentracion de EtOH cada 5 minutos (30-90% en intervalos de 10%, después al 96%
y por ultimo a 100% tres veces) y secadas por el método de punto critico. Las muestras
fueron recubiertas con una capa de oro antes de su observacion por SEM.
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CAPITULO 3. TECNICAS INSTRUMENTALES

3.1. DIFRACCION DE RAYOS X

3.1.2. Fundamento

La difraccion de rayos X es una técnica que permite reconocer las fases cristalinas
en un material. Se basa en el fendmeno de difraccion que ocurre cuando una onda pasa
entre dos puntos separados a una distancia similar a la longitud de onda. En este caso,
del orden de 0.1 nm.

La ley de Bragg, Ecuacion 1, consiste en que el haz de rayos X con longitud de
onda A incide sobre los planos de atomos del cristal, separados a una distancia d,
produciendo una reflexion con el mismo angulo (0) que el de incidencia. Para ello es
necesario que los haces estén en fase, situacion que solo ocurrira si hay la misma
distancia entre AB y BC mostradas en la figura 7, para que su suma sea igual a un
namero entero (n) de veces la longitud de onda [26].

nA = 2dsen(O) Ecuacion 1

El resultado de esta técnica se conoce como difractograma, en el que aparecen
méaximos de difraccion caracteristicos de cada material y en el que aplicando el analisis
de Rietveld, se puede calcular el porcentaje de los distintos tipos de cristales. Los
materiales amorfos al no poseer un orden molecular definido, la difraccién que
producen aparece difusa.
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Figura 7. Esquema de la difraccion de rayos X de un material.

3.1.3. Equipo experimental

Los estudios de difraccion de rayos X se realizaron en un difractometro
automatico Empyrean (PANalytical) con detector PIXcel (Figura 8). Consta de un
cargador automatico y portamuestras giratorio permitiendo obtener datos de gran
resolucion al usar radiacion monocromatica CuKa,. En el camino del haz difractado, el
sistema Optico esta formado por una rendija programable, un detector X’Celerator y un
sistema de rendijas Soller. En el camino del haz incidente, la dptica esta formado por un
monocromador primario con un cristal de Ge(111), un sistema de rendijas Soller, una
rendija divergente y una mascara que limita el ancho del haz, entre otros componentes.

Los difractogramas se registraron en una region angular comprendida entre 26 =
5° y 80°, con un paso de 0.033°. Para la identificacion de las fases cristalinas de los
difractogramas se analizaron con el software X Pert High Score (v. 3e, 2011).

Figura 8. Interior del difractdmetro automético PANalytical Empyrean.

3.1.4. Afinamiento estructural por el método de Rietveld

El método de Rietveld es una técnica de afinamiento de estructuras cristalinas en
patrones de difraccién de rayos-X, que se basa en minimizar la diferencia entre un
difractograma experimental y uno calculado. Para ello utiliza un modelo estructural
aproximado y unos pardmetros que permiten distribuir las intensidades de las diferentes
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reflexiones en el difractograma. Dicho modelo tiene que ajustar la posicion, forma e
intensidad de cada pico (dependientes del modelo estructural). La funcion a minimizar
(Ecuacion 2) es [27]:

Sy = 2wy [yila) —wile) |2 Ecuacion 2

Donde yi (0) e yi (c) son la intensidad observada y la calculada, respectivamente,
del conjunto de datos, y w; es el peso asignado a cada punto. Para obtener las
intensidades calculadas son necesarios dos tipos de datos [27]:

- Pardmetros atdmicos parametros de red, grupo espacial, posiciones atémicas,
entre otros. Calculan las intensidades de las diferentes reflexiones para cada una
de las fases.

- Parametros globales: factor de escala del difractograma, desplazamiento del
cero, pardmetros que describen la forma de los picos, coeficientes que corrigen
efectos de orientacion preferente, la absorcion, valores de la celda unidad, entre
otros. Afectan a todo el difractograma distribuyendo las intensidades de las
reflexiones en cada uno de los puntos del mismo.

La intensidad calculada en cada punto de una fase se obtiene como la suma de las
contribuciones de todas las reflexiones con intensidad en ese punto del difractograma,
mas la contribucion del fondo en ese punto.

La calidad del afinamiento se evalUa a partir de los residuos en las intensidades
usando el factor Rw, 0 factor del difractograma ponderado (weight profile R-factor). Si
el ajuste es bueno, Ryytiene un valor bajo (aproximadamente a un 10%).

3.1.5. X Pert High Score

En el software X’Pert High Score, se aplica el método de Rietveld para identificar
y cuantificar las diferentes fases cristalinas. Un breve resumen del proceso de
identificacion de las fases cristalinas se detalla. Tras cargar el archivo .xrdml (obtenido
tras realizar la difraccion de rayos-X), se selecciona el background para ajustar el fondo
y minimizar la coincidencia de los picos de diferentes fases que puedan coincidir.
Ajustado dicho parametro, se hace una seleccidn de los elementos de la tabla periddica
que forman parte de nuestro material, y se realiza una busqueda de picos que
corresponderan con los posibles candidatos a ser fases cristalinas, ver Figura 9.
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Figura 9. En A se muestra el difractograma a analizar. En B, aparecen los candidatos posibles a fases
cristalinas.

Seleccionados los candidatos, ver figura 10, se ajustan los parametros necesarios
en cada fase para aplicar el método de Rietveld y minimizar el proceso de
reconocimiento de cada una de las fases cristalinas presentes.
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Figura 10. Fases cristalinas identificadas y parametros a ajustar para aplicar el analisis de Rietveld.
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3.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAYOS-X DE
LONGITUD DE ONDA

3.2.1. Fundamento

La fluorescencia de rayos X (WDXRF) es una técnica utilizada para determinar el
contenido y composicion elemental de los materiales. Para ello, utiliza la emision
secundaria o fluorescente generada al excitar una muestra con una fuente de rayos X.
Dada la configuracion electronica de los &tomos, algunos electrones que se encuentran
en las capas interiores son sacados del atomo por la accion de los rayos X incidentes
(primarios), siendo ocupados dichos lugares por electrones de capas mas externas. El
exceso energético resultante de esta transicion se disipa en forma de radiacién X
fluorescente, con una longitud de onda caracteristica que depende de la diferencia
energética de los orbitales electronicos implicados, y una intensidad directamente
relacionada con la concentracién del elemento en la muestra [28].

3.2.2. Equipo experimental

Los estudios fueron llevados a cabo en el modelo ARL ADVANT’XP+ secuencial
de la casa THERMO, ver Figura 11. El equipo consta de un automuestreador, un tubo
de rayos X de Rh y un goniémetro (formado por 3 colimadores y 4 cristales que
permiten medir desde el F hasta del U y dos detectores, SC y FPC). El equipo puede
medir en un ambiente de He o en vacio.

El procedimiento llevado a cabo se divide en dos partes. En primer lugar se lleva a
cabo la determinacion del LOI (pérdida por ignicion), se tomo una cantidad de muestra,
previamente secada a 105°C durante 1lh, y se calcind durante 2h a 1050°C. A
continuacion, el resto del contenido de las muestras fueron analizadas en polvo en
ambiente de He. Los datos de concentracion se obtuvieron mediante el Software
integrado UNIQUANT, en forma de 6xidos y teniendo en cuenta el valor del LOL.

Figura 11. ARL ADVANT’XP+ secuencial de la casa THERMO [29].
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3.3. ANALISIS TERMICO DIFERENCIAL (ATD) Y
TERMOGRAVIMETRICO (TG)

El anélisis térmico comprende una serie de técnicas en las que se estudia las
propiedades fisicas de una muestra sometida a una variacién de temperatura en una
atmosfera controlada. El resultado de estas medidas son curvas de andlisis térmico, en
las que observan picos, discontinuidades, cambios de pendiente, etc. Las dos técnicas
mas importantes son la Termogravimetria y Andlisis Térmico Diferencial.

3.3.1. Fundamento del analisis térmico diferencial (ATD)

Este analisis implica un calentamiento de la muestra junto con una muestra de
referencia inerte, permitiendo conocer el flujo de calor de la muestra. Dicha variacion
puede ser una pérdida 0 una ganancia de masa:

- Procesos exotérmicos: reacciones que desprenden calor (oxidaciones,
combustiones...) y se reflejan en la curva de ATD como maximos respecto a la
linea base.

- Procesos endotérmicos: reacciones que absorben calor (pérdida de agua,
transformaciones de fase...) y se reflejan en la curva de ATD como minimos
respecto a la linea base.

3.3.2. Fundamento del andlisis termogravimeétrico (TG)

El analisis termogravimétrico es una técnica que mide el cambio de masa de una
muestra con la variacion de temperatura, en una atmdsfera especifica debido a la
descomposicion, deshidratacion u oxidacion. Permite conocer el rango de estabilidad
térmica de los materiales, las condiciones en que se oxidan los metales o se degradan los
polimeros [30].

3.3.3. Equipo experimental

Ambos estudios de analisis térmico se realizaron en el analizador SDT-Q600 de
TA Instruments, ver Figura 12, instrumento que ofrece una medicion simultanea de
DTAy TGA. Las condiciones empleadas fueron de temperatura ambiente hasta 900°C y
una velocidad de calentamiento de 20°C/min.

Figura 12. Analizador SDT-Q600 TA Instruments [29].
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3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

3.4.1. Fundamento

La técnica de microscopia electronica se basa en la produccién de imagenes de
alta resolucion de la superficie de una muestra. Para ello, se realiza un barrido de haz de
electrones sobre una muestra cubierta con una capa de carbono o de oro, Si no es
conductora. La colision de los electrones sobre la superficie de la muestra, excita los
atomos de la misma generando electrones dispersados, secundarios, radiacion
electromagnética, etc. Dicha energia es recogida por detectores que la transforman en
las imagenes.

Ademas, la emisidn de los electrones secundarios de la muestra genera vacante
que al ser ocupados por electrones de mayor energia se emiten rayos-X con una
frecuencia caracteristica de cada elemento. La captacion de estos permite un analisis
elemental de la zona (EDX).

3.4.2. Equipo experimental

El estudio se realizd en un microscopio Jeol JSM-6490LV con un voltaje de
aceleracién de 20 kV, una resolucién variable de 5-100 um y rangos de aumentos entre
X150-5000, ver Figura 13.

Figura 13. Microscopio Jeol JSM-6490LV [29].

3.5. ANALISIS DE SUPERFICIE

3.5.1. Fundamento

El andlisis de adsorcion de ciertos gases, como nitrégeno (N;), permite
caracterizar la superficie de los solidos (determinando el area superficial, la
distribucién, el volumen y el tamafio de los poros). EI método utilizado estd basado en
la teoria de Brunauer—-Emmett—Teller (BET) [31], el cual asume que el nitrégeno, a la
temperatura de su punto de ebullicion (—195.79 °C, 77 K), es adsorbido por las
superficies solidas llenando sus poros y formando multicapas. Conociendo la cantidad
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de gas adsorbido necesario para formar una monocapa y el area que ocupa la molécula
de N adsorbida, es posible estimar el &rea del sélido.

3.5.2. Equipo experimental

El andlisis de las muestras se ha realizado en el equipo automatico
MICROMERITICS: ASAP 2020, ver Figura 14. Dicho equipo genera las isotermas de
adsorcion-desorcion de N, a 77K a temperatura ambiente y variando la presion relativa
(P/Po), registra el volumen de gas absorbido en la superficie del sélido.

Figura 14. Equipo automéatico MICROMERITICS: ASAP 2020 [29].

Cabe destacar que todas las técnicas instrumentales salvo el analisis térmico, se
realizacion en los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la
Universidad de Malaga.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Las fases cristalinas para todas las composiciones se han determinado por el
método de Rietveld, utilizando datos de difraccion de rayos-X de laboratorio. Se
comenzd por el estudio de la composicion de los cementos de la serie R.

Los datos de difraccion de rayos-X revelan que los materiales de la serie R,
cumplen con el patron tipico de este tipo de cemento [23]. Se ha detectado hopeita
(Zn3(P0O4)2:4H,0) como fase cristalina principal, 55.9-61.1 %, mientras que zincita
(Zn0) y periclasa (MgO) se han identificado en porcentajes mas bajos, 36.5-40.6 % y
2.2-4.2 %, respectivamente. Junto a estas fases cristalinas coexiste una fase amorfa
minoritaria, caracterizada por la aparicion de anchas ondulaciones de la sefial de fondo,
a determinados valores 20, que son tipicas de un material no cristalino. Una
representacion del difractograma de las fases cristalinas presentes en la muestra R.2 se
muestra en la Figura 15.

La fase amorfa contiene una fraccion de ZnO sin reaccionar. Un dato a destacar
es, que teniendo las tres muestras la misma cantidad de ZnO y MgO, los porcentajes de
fases cristalinas varian ligeramente; una posible justificacion de ello es la influencia que
ejerce el AP* presente en la fase liquida de los reactivos. La mayor cantidad de hopeita
se consigue en el caso de mayor presencia de AFF* (ver Tabla 7).
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Figura 15. Difractograma de la muestra R.2

Para hacer hincapié en las fases cristalinas detectadas, en la Figura 16 se muestran
los distintos difractogramas para cada una de ellas. Si se hacen corresponder los picos
detectados, se aprecia una perfecta coincidencia entre ellos. Esto lleva a asegurar la
correcta identificacion de las fases cristalinas.
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Figura 16. Difractogramas de las fases cristalinas: (a) hopeita, (b) zincita, (c) periclasa y (d) baddeleyita
identificadas en las muestras analizadas. Los simbolos indican los picos de difraccion mas intensos.

Intenzitit
Intensitit

En la serie A, las muestras presentan resultados parecidos con respecto a la serie
R. Cabe destacar que se obtiene mas periclasa en la muestra A.1 ain teniendo la misma
cantidad de MgO de partida (ver Tabla 7). Una posible justificacion podria ser la falta
de ZrO, y elevado pH (pH = 7.21) respecto a las otras dos. En esta serie, al introducir el
ZrO,, aparece una nueva fase, la baddeleyita (ver Figura 16). Aun asi los
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difractogramanas no presentan grandes diferencias con los de la serie anterior, por lo
que en la Figura 17 puede verse el correspondiente a la muestra A.2.

Tabla 7. Representacion de los porcentajes de las fases cristalinas para cada una de las muestras estudiadas y
los valores de los factores de desacuerdo obtenidos (los cuales son aceptables).

Muestra  Hopeita (%) @ Zincita (%) Periclasa Baddeleyita Rup (%0)

(%) (%)

R.1 55.9 40.6 3.5 12.73
R.2 61.1 36.8 2.2 12.20
R.3 59.3 36.5 4.2 12.48
Al 52 45.2 4.8 12

A2 49.3 47.5 2.1 1 12.04
A3 57.3 39.5 2.1 1.2 12.52
B.1 53.3 445 2.2 13.18
Cl1 53.6 443 2.1 12.59
C.2 51.8 44.7 25 11 13.57
D.1 51.6 455 2.9 12.69
D.2 47.2 45.9 2.1 4.9 11.84
D.3 47.6 47.9 13 3.2 11.57
D.4 41.2 511 3 4.7 10.80
D.5 515 43.2 2.9 2.4 11.73
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Figura 17. Difractograma de la muestra A.2.

La serie B, la cual tiene aportacion de calcio a través del reactivo CaO, sigue el
mismo patron que las series anteriores. Un detalle a notar es que la presencia del calcio
y silicio no afecta a la formacion de las fases cristalinas, asi como tampoco a la
formacién de alguna en las que formen parte. Esto queda confirmado con la serie C,
donde se incorporan todos los reactivos introducidos en las series anteriores, y las fases
cristalinas se mantienen por igual (ver Tabla 7).
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Por altimo, en la serie D, la diferencia entre la muestra D.1 respecto las muestras
D.2-D.5, es la presencia del ZrO,, sin conllevar ello a una formacion de nuevas fases.
En general, en las muestras D.2 a la D.5, a pesar de tener mas cantidad de polvo para la
misma cantidad de liquido, las formacion de las fases se sigue manteniendo como hasta
ahora, con pequefios cambios de porcentaje que no son significativos, salvo la D.4, en la
que la cantidad de hopeita es menor con respecto a las otras fases cristalinas. Este hecho
puede deberse a que dicha muestra cuenta con la mayor cantidad de zincato de calcio y
la que presenta mayor contenido de amorfo, ver Figura 18. Destacar también, que a
pesar de tener la misma cantidad de ZrO; y entre un 5-5.51% de zincato de calcio, en la
muestra D.2 la baddeleyita tiene un porcentaje de casi el doble con respecto a la D.5.
Por ultimo, la fase que mas cambios presenta es la periclasa, que va desde 1.3-2.9 %
teniendo la misma cantidad de MgO la muestra (Tabla 7).
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Figura 18. Difractograma de la muestra D.2.

En general, la formacion de las fases cristalinas resultantes son las mismas, con
pequefias variaciones en sus porcentajes. La mayor parte de las muestras tienen picos a
17.7 y 22.6 que no se han podido identificar con esas dos reflexiones. Asimismo, en
todos los casos coexiste una fase amorfa minoritaria, tipica de un material no cristalino
como se menciono anteriormente. Esta fase amorfa contiene una fraccion de ZnO sin
reaccionar, junto con CaO y alita pudiendo llegar a interacciones con los tejidos
circundantes tras la aplicacion del cemento dental.

Kim et al. [32], realizaron un estudio in vitro para investigar el mecanismo de
adherencia de apatito artificial al apatito natural. El producto artificial se puso en
contacto con un fluido corporal simulado (SBF), es decir una disolucién acuosa con una
composicion de sales minerales muy parecida a la del plasma sanguineo. Se observé
que sobre la capa superficial del apatito artificial cristalizado se desarrollé una capa de
fosfato de calcio amorfo que evoluciona posteriormente a un apatito similar al del hueso
en composicién y estructura. Este y otros estudios revelan la importancia de las fases
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amorfas transitorias para el crecimiento del hueso a partir de biomateriales de apatito.
Asi mismo, también se hace notable la importancia de los vidrios bioactivos, entre ellos,
6xido de silicio (derivado de la alita) ya que ralentiza la aparicion de caries secundaria y
provee al diente de los minerales perdidos. Ver Figura 5 en el apartado de la
Introduccién donde se detalla la importancia de la interaccién de las fases amorfas en la
bioactividad.

4.2. ANALISIS QUIMICO

A partir de los datos de analisis quimico se puede afirmar que a pesar de que los
resultados de la caracterizacion estructural no hayan aparecido fases cristalinas en las
que pudiesen formar parte ciertos reactivos de partida, efectivamente se encuentran en
la estructura.

Tabla 8. Resultados de espectroscopia de fluorescencia de rayos-X de longitud de onda.

Muestra | P (%) | Zn (%) | Mg (%) Al (%) Ca (%) Zr (%) Si (%) LOI (%)

R.2 11.14+ 42.35% 4,72+ 0.685+ 12.57
0.10 0.20 0.08 0.03

A2 10.37+ | 42.54+ 5.43% 0.481+ 0.502+ 0.485% 0.128+ 11.69
0.09 0.20 0.09 0.024 0.025 0.024 0.0064

A3 10.71+ | 41.44+ 481+ 0.469+ 0.345% 0.877+ 0.0893+ 13.12
0.09 0.20 0.08 0.023 0.017 0.04 0.0045

B.1 11.15+ | 40.56% 5.66% 0.471+ 1.09+ 0.0044+ 0.0086+ 12.11
0.10 0.20 0.09 0.023 0.04 0.0004 0.0020

D.1 11.00+ | 41.37% 5.18+ 0.497+ 1.03+ 0.121+ 12
0.09 0.20 0.08 0.025 0.04 0.0061

D.2 11.29+0 | 39.00+0 | 4.98+0. | 0.485+0.0 | 1.31+0.05 | 1.78+0.0 0.162+ 11.74
.10 .20 08 24 6 0.008

D.3 10.87+ 40.27+ 4,77+ 0.502+ 1.16+ 0.154+ 11.71
0.09 0.20 0.08 0.025 0.05 0.007

D.4 10.07+ 40.59+ 5.48+ 0.436+ 1.96+ 1.73+ 0.117+ 11.09
0.09 0.20 0.09 0.022 0.06 0.06 0.005

D.5 10.82+ 41.13+ 5.26+ 0.516+ 0.616+ 1.34+ 0.0701+ 11.48
0.09 0.20 0.09 0.026 0.031 0.05 0.0035
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4.3. CARACTERIZACION TERMICA

El objetivo del analisis termogravimétrico es conocer la cantidad de agua que las
muestras absorben en funcion de la temperatura, es decir, el diferente grado de
hidratacion de las muestras, dependiente de la composicidn de las mismas.

Como puede verse en la Figura 19, las curvas termogravimétricas muestran dos
etapas de pérdida de peso diferentes y las curvas de DTA muestran dos picos
endotérmicos. La primera pérdida de masa ocurre en el intervalo de temperaturas de 50-
200°C, acompafada por dos picos endortérmicos a 60 y 200°C, respectivamente. La
segunda etapa de pérdida de peso se sitla en el intervalo de temperaturas comprendidas
entre 250-500°C, a partir de la cual la masa del producto se mantiene estable hasta el
final de la medicion.

La primera pérdida de peso en las muestras, ronda el 10-11%. Esto es debido a la
pérdida de agua que se forma en el proceso de cristalizacion. La segunda pérdida, un 2-
3% mas respecto a la anterior, puede atribuirse a agua fuertemente retenida tanto en la
estructura de hopeita como en la fraccién amorfa.

El pico exotérmico a 600°C, mas pronunciado en las muestras C.2 y D.4, es
probablemente debido a la fusion de hopeita. Por lo tanto, a esta temperatura se ablanda
el cemento y la estructura se vuelve pastosa.
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Figura 19. Curvas de analisis ATD/TGA para: (a) R.2, (b) C.2y (c) D.4.
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Conocida la pérdida de agua experimental, podemos calcular el valor tedrico de dicha
pérdida y contrastarlo. Como se muestra en la Tabla 9, existe una relativa buena
concordancia en las muestras C.2 y D.4, indicativa de que el agua se encuentra
concentrada en la fase cristalina de hopeita. La discordancia observada en la muestra de
referencia R.2 sugiere que la parte amorfa, en este caso, tiene un menor grado de
hidratacion y contribuye a la disminucién del contenido de agua del material.

Tabla 9. Pérdida de H,O tedrica y experimental (medida en %) para las muestras analizadas.

Muestra H,O tedrico (%) H,O experimental (%)
R.2 14.16 12.38
C.2 13.51 13.58
DA 12.50 12.96

4.4. MICROESTRUCTURA DE LOS MATERIALES

La microestuctura de los cementos (en polvo) se estudid mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). En la Figura 20 se muestran las fotomicrografias de la
topografia de la muestra R.2. La muestra presenta un aspecto granular en una escala
menor a 5 micras, sin signos de formacion de cristales salvo en una zona, ver Figura 20.
Este cristal tiene una altura aproximadamente de 10 micras, siendo cristal de hopeita
que dio origen al patrén de difraccion de rayos-X observado. Las particulas tienen
forma redondeada y corroida que se agrupan principalmente en aglomerados mas
grandes, de pocas micras de tamafio. En la superficie de estas agrupaciones se observa
otras particulas mas pequefias que pueden ser cristales de zincita formando agregados
granulares y hojosos, o restos de polvo de la fase amorfa del cemento.

X150 100um Q@X1,000. 10pm

Figura 20. Micrografias de SEM de la superficie de la muestra R.2 a diferentes aumentos: X150en AyenB a
X1000, observandose la formacion del cristal de hopeita.
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En las deméas muestras se comparten las mismas caracteristicas morfoldgicas,
salvo el tamafio de los agregados granulares que tienen un tamafo de hasta 5 micras. El
polvo estd compuesto en gran parte por el ZnO con forma redonda de tamafos inferiores
a 2 micras, pudiendo formar parte de ZnO no reactivo en una matriz aparentemente
amorfa. Los granos sin reaccionar se distribuyen heterogéneamente e igualmente de
abundantes. Su superficie expuesta es irregular, sin porosidad aparente ni formacion de
cristales.

Las muestras que contienen zincato de calcio mostraron una topografia diferente,
ver Figura 2. En estas muestras, a su vez, las que contienen menor cantidad de zincato
se siguen formando granulos con agregados mas pequefios, pero con una morfologia
mas difusa y algunos cristales en forma laminar. Por el contrario, la muestra D.4, que es
la que més cantidad de zincato de calcio tiene, ademas de los granulos caracteristicos,
también forma otros agregados en forma laminar con una textura aparentemente lisa y
de un tamafio variable inferior a 5 micras o incluso superior. Estas formas presentan
algunas fisuras que pueden deberse a la molturacion de la muestra para su preparacion.

20kV X5,000 Sum 11 40 SEI

s

X5,000 Sum X2,500 10pm

Figura 21. Micrografias de SEM de la superficie para: (a) D.4, (b) D.3 a X5000 y (d) D.3 a X2500.

4.5. ANALISIS DE SUPERFICIE

En la Figura 22 se muestran las isotermas de adsorcién-desorcion de N, a 77K
para los materiales R.2, C.2 y D.4 Una isoterma de absorcidén no es mas que la cantidad
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de gas absorbido por un material a una temperatura fija en funcion de la presion; segin
el tipo de adsorbente, el tipo de adsorbato y las interacciones intermoleculares entre el
gas y la superficie, pueden tener diferentes formas.
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Figura 22. Isotermas de adsorcion-desorcion de N, para las muestras analizadas.

Siguiendo la clasificacion de la IUPAC (International Union Pure Applied
Chemistry)[33], las isotermas obtenidas podrian clasificarse dentro del tipo I,
caracteristicas de sélidos adsorbentes no porosos 0 macroporosos. En ellas, se observa
que las curvas de adsorcién respecto el eje de la presion relativa, son cdncavas a bajas
presiones, luego aumentan linealmente hasta volverse convexas. Estos cambios pueden
deberse a la formacion de una capa absorbida cuyo espesor es directamente
proporcional a la presion relativa. En las Figuras 23-24, pueden observarse las isotermas
de las muestras R.2 y C.2 que se superponen en la Figura 22.
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Figura 233. Isotermas de adsorcion-desorcion de N, para la muestra 1.2.
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Figura 244. Isotermas de adsorcion-desorcion de N, para la muestra 1.5.1.

En general, se aprecian fendmenos de histéresis poco pronunciados entre
presiones relativas de 0.3 y 1, coincidiendo las ramas de todas las isotermas para valores
de presiones relativas inferiores a 0.3. Ademas, muestran un bucle de histéresis de tipo
H3 [33], ocasionadas por las diferencias de presiones relativas entre los procesos de
condensacion y evaporacion capilar en mesoporos. La muestra D.4 presentd mayor
capacidad de adsorcion hacia el nitrégeno, frente a la R.2 que fue la menor (ver Figura
22).

Las propiedades texturales, obtenidas a partir de las isotermas de adsorcion de N,
para los tres materiales estudiados se muestran en la Tabla 10. Se observa un aumento
de la superficie BET al aumentar el porcentaje de Ca, lo cual se interpreta como un
efecto positivo, dado que la mayor superficie del material conlleva una mayor
interactividad con la superficie dental y ademas esta provocada por la presencia de un
ion comun al material dental. Ademas, el tamafio de poro de la muestra con mas
contenido en calcio se ve reducido mas de la mitad con respecto a las otras dos.

La influencia del Ca* en la capacidad de adsorcién de N, ha sido notada también
para otros materiales, en los que se observé también una mayor interaccion con la
molécula de N, [34].

Tabla 10. Propiedades texturales obtenidas por adsorcion de N,.

Area Volumen Area Tamarfio
Muestra CaO (%) @ superficial microporos microporos poro por
BET (cm®lg) (m*/g) BHJ (nm)
(m’/g)
R.2 0.00 3.9258 0.000003 0.1301 25.02
C.2 1.12 5.2280 0.000278 0.6930 24.23
D.4 2.50 15.7247 - - 11.85
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Los resultados obtenidos por porosimetria se presentan por curvas de distribucion
de tamafio de poros acumulativos de las muestras en la Figura 25. Mediante el analisis
de dicha figura, se puede observar que en las muestras analizadas, la mayor parte de
mesoporos se encuentran en la regién 2-20nm y hay ausencia de macroporos con un
didmetro mayor a 0.23 um. Asimismo, la presencia de macroporos en el intervalo entre
50 nmy 0.23 pm parece ser la misma para los tres casos analizados. Cabe destacar que
los datos obtenidos para la muestra R.2 no corresponde con lo citado en la bibliografia,
dado que se esperaba mas presencia de poros en el intervalo de 1-8 um [23],[35].
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Figura 255. Distribucion del tamafio de poro por volumen para las muestras R.2, C.2 y D.4.

En resumen, se deduce que estos materiales exhiben una porosidad mixta,
macroporos mas una cantidad de mesoporos, la cual se origina por la agrupacion de
particulas con diferente morfologia y tamafio. Dado el tipo de histéresis, los poros se
caracterizan por tener forma de hendidura abierta de tamafio y forma no uniforme,
presentan cuerpos anchos, con aperturas de poros cortas y estrechas, formados en las
etapas de cristalizacion.

4.6. VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MTS

4.6.1. Pastillas de cemento dental

Los resultados del ensayo de MTS para los materiales ensayados se muestran en
la Figura 26. Todas las muestras presentan niveles de absorbancia en un rango poco
variable (0.30-0.32), por lo que varia poco el crecimiento celular entre las muestras. La
R.2 que es la de referencia, presenta una absorbancia intermedia respecto a las otras dos
muestras, lo que nos lleva a pensar que en la C.2 hay mayor actividad metabdlica por su
mayor valor de absorbancia.
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Figura 26. Viabilidad celular de los cultivos celulares en presencia de las muestras R.2, C.2 y D.4.

En general se observa una viabilidad celular reducida que puede darse por la
liberacion de iones y por la variacion de pH que se producen, dada la coloracion rosa
que se observo en los pocillos tratados. Por lo que podemos contar con una toxicidad
inicial que afecta al ambiente celular.

4.6.2. Discos de Ti con recubrimiento

Los resultados del ensayo de MTS para los materiales ensayados se muestran en
la Figura 27. La muestra de Ti se toma como control, mostrando mayor actividad
metabolica que las otras tres. Entre las muestras A-C, la que méas absorbancia tiene es la
muestra A, la cual no contiene calcio ni zincato de calcio. Como en el caso
anteriormente analizado, esta disminucion de la viabilidad celular puede deberse a la
liberacion de iones; sin embargo, es llamativa esta respuesta dado que el calcio no
deberia afectar a la actividad celular de forma negativa.
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Figura 27. Viabilidad celular de los cultivos celulares en presencia de las muestras Ti (referencia), A, By C.

4.7. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

A fin de estudiar la interaccion de las células con los materiales sintetizados, se
evaluo el desarrollo del citoesqueleto de actina y los nicleos de las células cultivadas
mediante el microscopio confocal LEICA, modelo TCS NT [29].

4.7.1. Pastillas de cemento dental

En la Figura 28 se observa las imagenes de los nacleos (azul) y el citoesqueleto de
actina (verde) de las muestras analizadas. Las células presentan una morfologia
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redondeada con ausencia de filamentos de actina desarrollados y bien definidos, tipica
de una célula mesenquimal muerta. Sin embargo, se aprecian algunos nucleos en las
muestras C.2 y D.4. Al comparar estos datos con los obtenidos en los ensayos de MTS,
se hace corresponder bien para todas las muestras, pudiendo pensar que las células no
estan bien adheridas a la superficie.

Figura 28. Ensayo de inmunofluorescencia para las muestras: (a) R.2, (b) C.2'y (c) D.4. En verde se muestra el
citoesqueleto de actina y en azul los ndcleos celulares.

4.7.2. Discos de Ti con recubrimiento

En la Figura 29 se observan las imagenes de las muestras analizadas, donde los
nucleos aparecen coloreados de azul y el citoesqueleto de actina de color verde. Las
células muestran una morfologia fibroblastica, tipica de las células mesenquimales, dada
por la disposicion de los filamentos de actina que forman parte del citoesqueleto de
actina, orientados en una determinada direccion. En el caso de la muestra de Ti se
aprecian colonias y los citoesqueletos muy extendidos y orientados paralelamente. Si
comparamos las muestras A-C entre ellas, destaca la B, la cual tiene afiadido calcio
respecto a la muestra A, y es en la que se aprecia mas cantidad de filamentos de actina
exhibiendo un citoesqueleto con filamentos bien desarrollados y casi paralelos. En
cambio, en las muestras A-C, las células tienen una morfologia de estrella con una
orientacion un poco oblicua.

Figura 29. Ensayo de inmunofluorescencia para las muestras: (a) Ti, (b) A, (c) By (d) C. En verde se
muestra el citoesqueleto de actina y en azul los ndcleos celulares.
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Continuacion de la Figura 29. Ensayo de inmunofluorescencia para las muestras: (a) Ti, (b) A, (c) By (d) C.
En verde se muestra el citoesqueleto de actina y en azul los nucleos celulares.

4.8. ADHESION Y MORFOLOGIA CELULAR MEDIANTE SEM

4.8.1. Pastillas de cemento dental

En las Figuras 30-31 se muestran micrografias por SEM de las muestras
analizadas. Estas micrografias sirven para confirmar los datos obtenidos hasta ahora,
pues no se muestra ninguna actividad celular. En las micrografias de la Figura 30 se
observa la zona del borde, donde no hay apenas células en comparacion con el centro de
la muestra, con las de la Figura 31. Esto puede deberse a que las células estan menos
protegidas y con los lavados de medio se hayan eliminado mayor cantidad. En lineas
generales, aparecen todas las células con una morfologia redondeada y sin
prolongaciones en una disposicion aislada unas de las otras presentando una mayor
preferencia por las zonas agrietadas. Ademas muestran una mayor apetencia en la
muestra R.2 aunque podamos asegurar que no ha habido proliferacion celular.

HV: 10,0 kV. WD: 15,0 mm

Figura 30. Micrografias SEM del borde las muestras (a) R.2, (b) C.2y (c) D.4.
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Figura 31. Micrografias SEM del centro de la muestra para las muestras: (d) R.2, (e) C.2y (f) D.4.

4.8.2. Discos de Ti con recubrimiento

En la Figura 32-33 se muestran micrografias por SEM de las muestras analizadas.
En estas micrografias se observan las células se ven bien ancladas al material. En la
muestra control, se corrobora lo visualizado en la Figura 29, donde se veia un
crecimiento en colonias. La morfologia presentada tanto por la muestra A como C es
parecida y homogénea, células estrechas con largas prolongaciones. En el caso de la
muestra B, las células exhiben una morfologia plana y mas ancha que en los otros dos
casos anteriores.

4 100 pm
SE MAG: 170X HV: 10,0 kV. WD: 15,0 mm :
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Figura 32. Micrografias SEM de las muestras (a) muestra control de Ti, (b) A, (c)By (d) C.

En la Figura 33 se puede observar con méas detalle la adhesidn de las células al
material. En la muestra de referencia se aprecian unos relieves que son formados por la
acumulacion de unas células encima de otras, mostrando una biocompatibilidad buena.
Esto también se puede apreciar en la muestra B, donde las células tienden a adherirse a
la superficie de Ti sin recubrir y sobre los cristales que forman parte del sustrato. En

52



cambio, la muestra A y C las células se muestran mas superficiales sobre los cristales
formados en el revestimiento y no tienden a prolongarse sobre las zonas sin
recubrimiento.

Figura 33. Micrografias SEM de las muestras: (a) muestra control de Ti, (b) A, (c) By (d) C.
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CAPITULO 5. CONCLUSONES Y LINEAS FUTURAS

1. Se ha sintetizado una serie de cementos dentales de fosfato de zinc, conteniendo
cantidades variables de compuestos de calcio. El proposito fue aumentar la bioactividad
de los biomateriales, por la presencia de iones de calcio y fosfatos, componentes
inorganicos mayoritarios de huesos y dientes. Ademas, se ha introducido el éxido de
zirconio para dotarlos de radiopacidad.

2. La preparacion de los cementos de fosfato de cinc conlleva la formacion de cristales
de hopeita (47.2-59.3%) principalmente, junto con otras fases minoritarias como zincita,
periclasa y baddeleyita, mas una fase amorfa minoritaria no cuantificada, en la que
permanece el calcio y el silicio, dos elementos reconocidos por su elevada bioactividad.

3. Las variaciones morfoldgicas de los cementos se han comprobado por SEM. Ademas
de los cambios morfoldgicos, la superficie especifica también experimenta
modificaciones, relacionadas con la concentracion y la clase de aditivo de calcio
empleada. Morfoldgicamente, los cementos con mas zincato de calcio forman agregados
en forma laminar con una textura aparentemente lisa frente a los granulos redondeados
y corrugados de las otras formulaciones. Respecto a la porosidad, los materiales
sintetizados se clasifican como no porosos con menor tamafio de poro en aquellos donde
el contenido de zincato de calcio es mayor. Esto se debe a la formacion de fases de alta
cristalinidad muy compactas que no favorecen la porosidad y donde la escasa porosidad
depende, mas bien, de como se acomoden las particulas entre si.

4. El estudio preliminar de biocompatibilidad revela que los cementos dentales
muestran una viabilidad celular similar al de un material de referencia de fostato de
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zinc. A pesar de ello, los resultados muestran unos valores bajos de biocompatibilidad,
debido a la falta de acondicionamiento de las muestras, previo a su funcionalizacion
celular. Aun asi, se obtuvo mejor respuesta en los cementos sintetizados con relacion a
la de la muestra de referencia.

5. El tratamiento hidrotermal de titanio metalico con diferentes disoluciones &cidas,
conteniendo principalmente fosfato y zinc (Zn?*), da lugar a la formacién de una capa
de fosfato de zinc, depositada sobre la superficie del sustrato metélico. Aunque las
células mesenquimales muestran una biocompatibilidad mayor por el titanio puro, en
los recubrimientos formados en presencia de compuestos de calcio, las células se
muestran con una morfologia fibroblastoide y bien ancladas. Por el contrario, cuando el
recubrimiento solo contiene fosfato de zinc la biocompatibilidad es menor.

LINEAS FUTURAS

1. Completar los estudios de biocompatibilidad para el caso de los cementos dentales
sintetizados.

2. Estudiar las propiedades mecanicas.

3. Optimizar el método de recubrimiento para aumentar su homogeneidad vy
biocompatibilidad, con el fin de aplicarlo para implantes metalicos.

4. Determinar los limites de tolerancia de los aditivos nuevos afiadidos en la preparacion
de los biomateriales sintetizados.
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