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Resumen

La capacidad de los vidrios bioactivos, o biovidrios, a base de borato de favorecer la
formacion de hidroxiapatita (HA) en ciertas condiciones, sus propiedades tales como
biocompatibilidad, osteoinduccion y osteoconduccion, ademas de sus similaridades con la
composicion 6sea, hacen que sean materiales prometedores para la regeneracion dsea con
aplicaciones en la biomedicina. Si bien se ha demostrado la capacidad de formacion de HA
en estos vidrios, estos han sido utilizando el Bioglass® “45S5” modificado con boro. No
obstante, no existen suficientes reportes que permitan generar un modelo estructural que sea
util para predecir la capacidad de formacion de HA de estos vidrios.

En este trabajo, con la intencién de aportar informacion para la generacion del modelo
estructural, se estudio el sistema:

(46.1 + x)BZO3 - (2.6 — x)PZO5 - (26.9 + y)CaO - (24.4 — y)NaZO (%mol),

con x =0, +2, -2 e y =0, +2, -2. Para ello, se prepararon las muestras utilizando el método
Melt — quenching. Los materiales obtenidos fueron caracterizados por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, difraccion de rayos X
(XRD), resonancia magnética nuclear (RMN) y andlisis térmico por calorimetria diferencial
de barrido (DSC). De las muestras estudiadas, aquellas con composicion x =0, y =0,y
x =0, y = +2 resultaron ser vitreas, mientras que las otras presentaron alguna fase cristalina.
A los efectos de demostrar la capacidad de formacion de HA se realizaron ensayos in vitro
utilizando SBF (por su sigla en inglés simulated body fluid), considerado como método
estandar para estos ensayos. Adicionalmente, se evalud la bioactividad en K,HPO, 0.02
mol/L y un medio de cultivo celular. La caracterizacion estructural indicé que la
incorporacion de CaO al vidrio base produce alteraciones en la estructura de corto alcance,
que a su vez se ve reflejado en la transicion vitrea. Por otro lado, aunque fue posible
determinar la bioactividad por ensayos en SBF, la disolucion en un medio mas complejo no
es tan efectiva. El agregado de CaO disminuye la capacidad de formacion de HA debido a un

aumento en la conectividad de la red.
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1. Introduccion

1.1 Bioglasses

En las ultimas décadas, los biomateriales han pasado a tener un gran desarrollo
especialmente por su aplicacion en el area de la medicina e ingenieria de tejidos. Estos, por
definicion, son aquellos materiales o superficies capaces de interactuar con sistemas
biologicos, pueden ser naturales o sintetizados mediante polimeros, compuestos metalicos,
ceramicos, etc., y son capaces de reemplazar, reparar o mejorar una funcion natural'.

Por otro lado, la osteoporosis, artritis y otras patologias relacionadas a los huesos se
han incrementado en los ltimos afios y también lo han hecho las intervenciones de trasplante
de tejido 6seo. Sin embargo, estos procedimientos tienen ciertos inconvenientes relacionados
a la posibilidad de transmision de enfermedades, respuestas autoinmunes, disponibilidad del
tejido, etc. Como método alternativo para la regeneracion Osea ha surgido la utilizacion de
scaffolds de diferentes biomateriales. Un scaffold se caracteriza por tener una estructura
porosa interconectada, una biodegradabilidad controlada, propiedades mecénicas similares al
hueso, biocompatibilidad y tamafio de poros adecuado para permitir el crecimiento celular y
el transporte de nutrientes. En este contexto, los bioglasses (o vidrios bioactivos) y sus
respectivos vitroceramicos son materiales inorganicos prometedores en la produccion de
scaffolds para la regeneracion Osea, esto es debido a sus propiedades tales como
biocompatibilidad, osteoinduccion y osteoconduccion, ademas de sus similaridades con la
composicion Osea.’?

El primer vidrio bioactivo, Bioactive Glass (BG) por su sigla en inglés, estudiado,
también llamado 45S5 Bioglass®, fue desarrollado por Larry L. Hench en 1969°. Este
bioglass es un vidrio cuya composicion es de 45% Si0,, 24,5% Na,0, 24,5% CaO y 6% P,Os
(% molar) capaz de reaccionar en condiciones fisiologicas, cuya bioactividad estd
determinada por la capacidad de unirse al tejido 6seo mediante la formacion de hidroxiapatita
(HA: Ca,(PO,)s(OH),) en su superficie. Cuando es implantado, el bioglass se degrada
lentamente y sus productos de disolucion estimulan la diferenciacion celular hacia células del
tejido 6seo (osteoblastos) en un proceso llamado osteoinduccion. El BG se une al hueso
existente y promueve el crecimiento de nuevo tejido 6seo sobre su superficie, es decir, es

osteoconductor.>*



1.2 Vidrios fosfato v silicato

Los vidrios presentan una constitucion variada de arreglos estructurales con
periodicidad de corto y mediano alcance que depende de su composicion. Generalmente estan
compuestos por un formador de red (e.g. SiO,, P,Os, B,0;) y otros componentes conocidos
como modificadores de red, por ejemplo, 6xidos alcalinos y alcalinotérreos (e.g. Na,O, CaO).
El agregado de estos ultimos tiene un gran efecto en la estructura del vidrio tanto como en la
polimerizacion de la red. Estos arreglos estructurales (tanto a corto como a mediano alcance)
afectan directamente las propiedades del vidrio, es asi que, entender dichas estructuras es un
paso fundamental para predecir las caracteristicas del mismo, tales como la solubilidad o la
bioactividad.

La estructura de corto alcance en vidrios silicatos y fosfato consta de una unidad
basica de un atomo de Si o P rodeado por cuatro atomos de O tetraédricos. En vidrios
silicatos, los tetraedros de SiO, pueden estar conectados a otros tetraedros a través de sus
cuatro esquinas (Fig. Il.a). Por otro lado, en vidrios fosfato, cada tetraedro de fosfato se
conecta a un maximo de tres fosfatos tetraédricos (Fig. 1.b). Dichas uniones covalentes entre
tetraedros, =Si—O-Si= en silicatos y enlaces =P-O-P= en vidrios fosfatos, son llamados
bridging oxygen atoms (bO) u oxigenos puentes en espafiol. El nimero promedio de bO por
atomo formador de red en un vidrio define la conectividad de red.’ La unién de varios de
estos grupos estructurales forman agregados que definen la estructura de mediano alcance.

Si modificadores de red, tales como los mencionados anteriormente, son agregados a
vidrios de fosfato o silicato, los bO se transforman en non bridging oxygen atoms (nbO) u
oxigenos no puentes. Al aumentar las concentraciones de los modificadores de red en el
vidrio, la cantidad promedio de nbO por dtomo formador de red (Si o P) aumenta, resultando
en una disminucion del numero de bO y de la conectividad de red, por lo tanto, en una red

menos polimerizada.’
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Figura 1: Unidades basicas de los vidrios silicato (a) y fosfato (b).



En la silice vitrea cada tetraedro de SiO, esta unido a otro tetraedro SiO, en sus cuatro
esquinas, lo que corresponde a cuatro bO por tetraedro. Al tetraedro con cuatro bO se le
refiere como grupos Q7 (la funcion Q " corresponde a la cantidad de n oxigenos con los que
estd unido el cation mediante enlace). Tan pronto como se agrega algun 6xido modificador a
la silice vitrea, los bO cambian a nbO, y aparecen grupos (. La cantidad relativa de estos
aumenta mientras que la de O disminuye con el aumento de la concentracion de 6xido
modificador, hasta que todos los grupos O se transforman en grupos Q°. Si la cantidad de los
Oxidos aumenta aun mas, la cantidad relativa de (° disminuye, mientras que

simultdneamente, grupos O° se empiezan a formar.
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Figura 2: Especies tetraédricas de silicato, referidas como grupos Q", donde n

denota el numero de bO.’

Para un bioglass la conectividad de red tiende a ser baja, con valores entre 2.0 y 2.6.
Una conectividad de red de 2.0, que corresponde a un vidrio de metasilicato, consiste en
cadenas o anillos de grupos Q° exclusivamente. Un aumento en la conectividad de red
corresponde a una mayor polimerizacién, con un aumento en la cantidad de O°, y
subsecuentemente también un aumento en grupos Q°.

La conectividad de red tiene una gran influencia en muchas propiedades del vidrio,
incluyendo su comportamiento térmico. La silice vitrea presenta una conectividad de red de
cuatro, lo que hace que tenga una alta temperatura de transicion vitrea (Tg) (aprox. 1170 °C).
A medida que se agregan 6xidos modificadores, las temperaturas de fusion y transicion vitrea
disminuyen. Sin embargo, mientras la conectividad de red disminuye, el vidrio tiende a

cristalizar mas facilmente, por ejemplo, al enfriarse luego de fundido. Esto significa que, con



la disminucion de la conectividad de red, es mas dificil obtener un estado amorfo tipico del
vidrio y es mas dificil obtenerlo a temperaturas elevadas sin que cristalice.’

La silice vitrea es quimicamente muy estable a pH neutro o acido, mientras que el
vidrio se vuelve menos estable quimicamente al agregar 6xidos modificadores. En un pH
acido a levemente alcalino los vidrios que contienen 6xidos modificadores se disuelven por
un mecanismo de intercambio i0nico: cationes como Ca*" 0 Na* son liberados y reemplazados
por protones del medio acuoso circundante en el vidrio. Esto resulta en un aumento de pH en
el medio (debido a un exceso de iones OH"). En soluciones que contienen iones fosfato (que
simulan fluidos corporales, body fluids, in vivo tanto como medios de cultivo celular o
simulated body fluid (SBF) in vitro), aun los bioglasses libres de fosfato pueden formar una
superficie de HA, un proceso que se considera prerrequisito para la bioactividad in vivo y la
union dsea.’

Se ha demostrado que una baja conectividad de red y un aumento en la cantidad de
cationes modificadores en la composicion del vidrio, conlleva a una mayor disoluciéon y
formacion de HA in vitro.

La conectividad de red, por lo tanto, tiene una gran influencia en las propiedades del
vidrio silicato, pero no es el unico factor que contribuye. La relacioén carga-tamano del cation
modificador puede también afectar directamente las propiedades del vidrio. Los iones calcio
(Ca?") y sodio (Na") tienen radios idnicos comparables, pero difieren en su carga. Los iones
modificadores de mayor relacion carga-tamafio forman puentes idnicos mas efectivos entre
los nbO. Como resultados, para vidrios con una conectividad de red constante, la
temperatura de transicion vitrea disminuye con el aumento de la relacion Na,O/CaO, mientras
que su tendencia a la cristalizacion aumenta. Simultdneamente, el vidrio se vuelve
quimicamente menos estable.

En wvidrios fosfato, estructuralmente hablando, la incorporacion de oOxidos

modificadores de red es comparable al efecto en silicatos: los enlaces P-O—P se rompen y se
forman nbOs. El P,Os vitreo consiste en grupos Qi exclusivamente (Fig. 3). Esto hace que su

conectividad de red sea de 3, lo que significa que se encuentra menos polimerizada que la
silice vitrea. La razon de esto es que el tetraedro PO, tiene un atomo de oxigeno terminal

conectado al fosforo mediante un doble enlace, y asi no se puede enlazar a otro tetraedro de

fosfato. Al agregar 6xidos modificadores, se forman grupos Qi y la cantidad relativa de las

.3
especies Q, disminuye.’
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Figura 3: Especies tetraédricas de fosfato (i Q;z) que pueden existir en vidrios fosfatos.

Las lineas punteadas corresponden a electrones deslocalizados. ’

En los grupos Qi el oxigeno terminal y el nbO son indistinguibles, ya que la carga
negativa se encuentra deslocalizada sobre ambos atomos de oxigeno. Similarmente, en
grupos QIIJ y Qg oxigenos no terminales (doble enlazados) pueden distinguirse. A diferencia
de los vidrios silicato, los vidrios fosfato con una relacion de 6xidos modificadores: P,O5 >

. 1
0.5, pueden obtenerse en un estado amorfo y se ha demostrado que contienen grupos QP y

Q,°

El tetraedro de fosfato puede arreglarse para formar redes ramificadas, cadenas o
anillos, y dependiendo de su relacion O/P y la conectividad de red, los vidrios fosfato se
pueden dividir en diferentes grupos: ultrafosfato, metafosfato y polifosfato. Los vidrios
ultrafosfato tiene una relacion O/P entre 2.5 y 3.1, y su estructura consiste en una red
bidimensional de fosfato con una conectividad de red entre 2 y 3. Con el aumento de la

cantidad de 6xidos modificadores el nimero de nbO, y por lo tanto la relacion O/P, aumenta.
Un vidrio con relacion O/P de 3, consiste grupos Q , Unicamente, ie. cadenas o anillos de

largo infinito, correspondiente a una conectividad de red de 2.0. Estos vidrios son los
llamados metafosfato.

Con el aumento de 6xidos modificadores, i.e. aumento de la relacion O/P, las cadenas
se vuelven mas cortas y la conectividad de red disminuye. Estos vidrios son los llamados

polifosfato y contienen mayor cantidad de modificadores que fosfato. Por esta razén, a la
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composicion se la suele llamar vidrio invertido o invert glasses. Aqui, la estructura del vidrio
no consiste mas en una red, y los puentes ionicos entre nbO y cationes modificadores
predominan en la determinacién de las propiedades del vidrio frente a las uniones covalentes
P—O-P. Debido a este aumento del caracter idnico en las uniones quimicas en la estructura del
vidrio, la T, aumenta con el contenido del cation modificador.

El P,Os vitreo es muy reactivo e higroscopico y el agregado de modificadores de red,
como oxido de calcio, aumenta la durabilidad del vidrio. Esto es contrario a lo que ocurre en
vidrios silicatos, donde la adicion de o6xidos modificadores disminuye la durabilidad. El
motivo de esto es que los vidrios fosfato y silicato se degradan por mecanismos diferentes.
Mientras que los vidrios silicatos al tener contacto con agua, liberan cationes por un proceso
de intercambio i6nico, dejando un gel con menor concentracion de iones. Los vidrios fosfato,

en contraste, disuelven la red de fosfato, esto incluye la hidratacion de sus cadenas y la
hidrolisis de P-O—P. Los grupos QP (presente en P,Os vitreo y vidrios ultrafosfato) son mas

susceptibles al ataque del agua y a la hidrolisis debido a los electrones 7 del doble enlace del
oxigeno terminal no deslocalizados. La hidrolisis de P-O—P resulta en una disminucion de pH
del medio circundante, y esta disminucion del pH se hace mas pronunciada con el aumento de
fosfato contenido en el vidrio.

Variaciones en el contenido de fosfato tienen también una gran influencia en el
procedimiento de disolucion. Para vidrios con un contenido de P,O5; < 50 mol%, la
solubilidad disminuye con la reduccion del contenido de fosfato. Vidrios con P,O5 > 50
mol%, muestran una tasa inicial de disolucion mas lenta, pero mas tarde se disuelven aiin mas
réapido que los vidrios polifosfato. La razon de esto es que para la disolucion de ultrafostatos,
los enlaces P-O—P necesitan ser hidrolizados, mientras que en polifosfatos las cadenas
pueden ser hidratadas y diluirse directamente (mientras que la hidrolisis P-O—P atn esté
ocurriendo). La relacion carga-tamafio de los modificadores también afecta la disolucion,
mostrando que una disminucion en la solubilidad del vidrio es debida a un aumento en la
relacion CaO : Na,O. Esto es debido a una mayor intensidad del campo del ion Ca*’, debido a
su mayor carga y similar radio en comparacion con el ion Na*. Con esta mayor carga, el Ca*

se une al tetraedro de fosfato con un mayor nimero de coordinacion a los fosfatos.
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1.3 Boratos

Se ha demostrado que el contenido de elementos como el Magnesio, Estroncio, Zinc y
Boro en los BGs tiene cierta influencia en la actividad de los osteoblastos y es capaz
estimular la angiogénesis. Especialmente los efectos del B han sido ampliamente reportados,
mostrando un incremento en el metabolismo 6seo, y en la liberaciéon de factores de
crecimiento y citoquinas.®

Una de las mayores diferencias entre los BG de silicato y de borato es el mecanismo y
la cinética de reaccion que poseen. Los BGs son capaces de formar una capa de fosfato de
calcio cuando estdn inmersos en alguna solucion que contenga fosfato, como el SBF. La
reaccion que ocurre en BGs de silicato es de la siguiente manera: una vez la superficie del
vidrio se hidrata, este se empieza a disolver, y se forma una capa rica en silice en la superficie
del vidrio. La baja solubilidad de la silice en estos tipos de fluidos es la razon de que se forme
dicha capa. Los iones calcio del vidrio difunden por la capa de silice y se unen quimicamente
al fosfato de la solucién, formando una capa de fosfato de calcio amorfa. Posteriormente con
el tiempo, el fosfato de calcio cristaliza en HA. La formacion de HA es lo que permite que el
tejido 6seo se una al BG *’. Los BGs de borato, a diferencia de los silicatos, forman HA
directamente en la superficie del vidrio, sin la formacion de una capa rica en borato. Esto es
porque el borato es facilmente soluble en SBF, similar a lo que ocurre en vidrios fosfatos. La
falta de una capa de difusion permite a los BG de borato reaccionar por completo sin una
reduccion significativa en la cinética de disolucion.” Es asi que, los BGs de borato, debido a
su rapida degradacion, y por ende mas rapida reaccion y subsecuente conversion a minerales
0seos (HA), son considerados favorables en aplicaciones de ingenieria de tejidos.® Sin
embargo, resta encontrar un modelo estructural que permita predecir el comportamiento de

estos sistemas.
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Figura 4: Diagrama esquematico de los mecanismo de conversion de BGs de borato (3B) y

de silicato (45S5) en HA cuando se pone en contacto con una solucién de fosfato.’”

1.3.1. Estructura

El B,0O; vitreo consiste en grupos B@; trigonal planar (en este contexto, “@” denota
para bO). La gran mayoria de los B@; trigonales, forman anillos boroxol de seis miembros
(3x B@;). Las unidades B®; trigonales, que conectan a estos anillos, son llamados,
confusamente, B@; “aislados”, ya que se encuentran situados por fuera de las estructuras de
los anillos. *

En contraste con los vidrios silicatos y fosfatos, la adicion de 6xidos modificadores
(M,0) no resulta en la formacién de nbO en los grupos BO;. En cambio, esto aumenta la
coordinacion del boro desde una coordinacion triple a una cuadruple, mientras que los B@;
trigonales neutros se transforman en tetraedros con carga negativa [B@,], cuya carga es
balanceada por el cation modificador M. Esto significa que el grado de polimerizacion, i.e. la
conectividad de red, aumenta con la incorporacion de los modificadores. Estos tetraedros de
borato pueden arreglarse en anillos borato, con uno o dos tetraedros [B@,] o incluso con

unidades superestructuradas como el diborato (Fig. 5).°

13



f ,_/g
/0—-B /0~ \
P—B_ \o 2—B, o
0—B”~ 0—B
\ [N
1% g 9
(c) @ (d) )
\ ke
/o—?—-o\ 0—B
o—8 O B—@ OB 0O
\O . 0—B_
4]
(e) ()
o_ 0.0
g-—-?/o*\al/o“m?/g ?_ B‘-
O o 0O o Y

Figura 5: Superestructuras presentas en BGs de borato: (a) anillo boroxol, (b) anillo
de borato, (c) grupo diborato, (d) anillo metaborato, (e) cadena de metaborato y (f)
piroborato (@ denota bO). >
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Figura 6: Cambios en el orden de corto alcance en BGs de borato con la adicion de
modificador (M,0): la adicion inicial de oxidos modificadores a B,O; vitreo convierte grupos
BO; tetraédricos en unidades metaborato [BO,] tetraédricos. Existe un equilibrio entre
metaboratos tetraédricos ([BD,]) y trigonales (BO,O ). La adicion de mas modificador
convierte los grupos metaboratos en piroboratos trigonales y, subsecuentemente, en

ortoboratos. Los grupos BO;* se podrdn convertir en unidades [BO,0,] tetraédricas.®

Para grandes agregados de 6xidos, las unidades de tetraedro se vuelven a convertir en
grupos boratos trigonales y la conectividad de red disminuye y la red se vuelve mas
despolimerizada a medida que el numero de iones nbO incrementa. Aqui, los isomeros en

forma de anillo y de cadena (Fig. 5 (d) y (e), respectivamente) o el borato trigonal, pueden ser
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distinguidos, mientras que una despolarizacion mayor resulta en la presencia de dimero de
piroborato (Fig. 5 (f)). Para ortoborato, se ha demostrado una segunda anomalia del boro, ya
que los grupos BO,* trigonales se pueden convertir en unidades tetraédricas [B@,0,]* (Fig.
6), que se fusiona en anillos ortoborato de tres miembros [B;0,]”. °

El equilibrio entre los isémeros trigonales y tetraédricos depende del tipo de cation
modificador que tiene un impacto significativo en el grado de polimerizacion vy,
subsecuentemente, en las propiedades del vidrio.

El grado de polimerizacion de una red de borato puede describirse como la fraccion
de boros tetraédricamente coordinados, N,.

N,= B,/(B,+ B),

donde B,y B, denotan para boro tri- y tetra- coordinado, respectivamente.
Para contenidos de modificador menor al 33.3 mol%,

N,=R= M0/B,0,

Una forma de diferenciar entre boratos trigonales y tetraédricos, es mediante la
utilizacion de la espectroscopia infrarroja ya que permite identificar los modos vibracionales

de B—O en boratos trigonales y tetragonales (Fig. 7).°

Norm. absorption coefficient (a.u.)

0 250 500 750 1000 1250 1500
Wavenumber (cm™)

Figura 7: Espectro IR normalizado de BGs 55B,0;45MO (M= Ca o Sr) donde se
observan los modos vibracionales de estiramiento de B—O de boratos trigonales (B;; 800-1250
cm’) y tetraédricos (B, 1250-1600 cm™), el modo bending de B—O-B cercano a 715 cm™, tanto

como la banda del cation en el IR lejano. *
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Los vidrios borato son solubles en agua, su solubilidad es afectada por la
polimerizacioén de la red de forma que la solubilidad disminuye con la incorporacion inicial
del 6xido modificador, causado por el incremento de la cantidad de grupos [B@,]" M". Una
vez el contenido de modificador aumenta en mayor proporcion, la solubilidad aumenta

debido a la despolimerizacion de la red de borato conteniendo grupos BO;. °

1.3.2. Método de preparacion, Melt — quenching

El método més comun de obtencion de BGs es el melt quenching, que consta de la
fusion (i.e melt) de 6xidos de los componentes seguido de un rapido enfriamiento (i.e
quenching). Los vidrios se preparan mezclando las fracciones en mol/masa de los
ingredientes iniciales. Para tener una mezcla mas homogénea se puede utilizar un molino de
bolas. El polvo molido se transfiere a un crisol de alimina o un crisol de platino para ser
fundido en un horno. Los crisoles de alimina pueden ser usados para aquellos vidrios que
funden a bajas temperaturas y al usar sustancias que puedan interaccionar con el platino, a
altas temperaturas la alimina puede difundir fuera del crisol hacia el vidrio y modificar su
composicion. Las temperaturas de fusion de vidrios fosfato o boratos suelen ser entre 1200 y
1300 °C. El vidrio fundido, finalmente, se vierte en un molde precalentado o placa donde va a

producirse el proceso de enfriamiento. '°

1.3.3. Me¢étodo de preparacion, So/ — gel

Por otro lado, en las tltimas tres décadas, el método de sol-gel ha revolucionado el
area biomédica, permitiendo la creacion de composiciones nuevas de alta pureza,
nanoparticulas uniformes, materiales porosos y mesoporosos que pueden ser utilizado en el
transporte de drogas y medicamentos, por ejemplo. La mayoria de los BG que se obtienen por
el método de melt-quenching involucra 6xidos precursores, altas temperaturas de fusién y un
réapido enfriamiento, como se menciond anteriormente. Sin embargo, la técnica de sol-gel es
un proceso que ocurre a bajas temperaturas, que puede crear areas superficiales muy
especificas (SSA: specific surface areas) y volumen de poro (PV) tanto como un amplio
rango de composiciones. Esto se reportd inicialmente para vidrios silicatos obtenidos por
sol-gel en 1991 por Li et al.. Demostraron que mejora ciertas propiedades del vidrio (i.e. area

superficial y volumen de poro), expandia el rango composicional de los vidrios que se podria
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convertir en HA (i.e. bioactividad) in vitro, que eran limitaciones en la técnica de
melt-quenching. "

En contraste con los sol-gels basados en silicato, donde el principal formador de red
esta coordinado tetraédricamente [SiO4] lo que da como resultado una red fuertemente
interconectada, en boratos el ion B se encuentra tipicamente coordinado trigonalmente, dando
a caracter pseudo-tridimensional, ya que la red BO; es mas planar. Sin embargo, se sabe que,
en la mayoria de los sistemas basados en borato, una fraccion del boro puede encontrarse
coordinado cuddruplemente [BO,], lo que depende de la cantidad de metales alcalinos o
alcalinotérreos presentes en la composicion. No obstante, la combinacion de tri- y
cuadru-coordinaciones baja la conectividad de red, lo que reduce la durabilidad quimica y
aumenta la tasa de disolucion. Mas importante ain, esto hace que la formacién del gel sea
dificil. 2

En 2015, Lepry y Nazhat, crearon el primer Bioactive Borate-Based Sol-Gel Glass
(SGBG) cuya composicion sustituye con borato al 45S5 2 (46.1% B,0s, 26.9% CaO, 24.4%
Na,O y 2.6% P,0s composicion % molar). A partir de éste crearon un amplio rango de
SGBGs con un contenido de 31-61 mol% de B,O,. Para el precursor de borato, mezclaron
acido borico y etanol anhidro para formar trietil borato y etanol, al cual se le agrego
metoxietoxido de calcio (20% en metoxietanol), metoxido de sodio (25% en metanol) y trietil
fosfato (TEP). Todas las composiciones gelificaron dentro de los 10 dias, dando como
resultado vidrios amorfos luego calcinar a 400°C. Debido al proceso del sol-gel, estos vidrios
se obtuvieron con un area superficial y porosidad al menos 2 6rdenes de magnitud mayor que
los equivalentes obtenidos por el método melt-quenching, lo que permite la formacion de HA
dentro de las 3hs; lo que representa una mejoria en la velocidad de conversion de 25 veces,
comparado con vidrios melt-quenching. "' Sin embargo, los estudios de disolucion fueron
realizados Unicamente en SBF y con una solucion de K,HPO,. Ambas técnicas han sido
cuestionadas. En la Fig. 8§ se muestran las reacciones de hidrolisis y condensacion durante el
método sol-gel, estos son mecanismos de sustitucion nucleofilica (Sy), que involucran el
ataque nucleofilico de ligandos OR u OH del boro trigonal electrofilico con la eliminacién de
agua o alcohol. Por otro lado, en la Fig. 9 esquematiza el proceso de sol-gel, durante este, el
acido borico es disuelto en etanol, el cual crea un exceso de agua, permitiendo las reacciones
de hidrdlisis y policondensacion y eventualmente haciendo que gelifiquen los componentes

precursores. '?
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Figura 8: Ruta esquemdtica de la formacion de red en boratos durante el proceso de sol-gel

propuesto por Brinker et al. en 1990. %"
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Figura 9: Proceso sol-gel; (i) mezcla de componentes precursores, (ii) fundido y
envejecimiento, (iii) monolitos de gel en el dia 10, (iv) secado, y (v) post calcinacion a 400
°C (barra de escala =1 cm). (iii) Demuestra que se puede aumentar proporcionalmente la

escala y producir en contenedores mas grandes.

1.3.4. Ensayos in vitro

Los BG, a base de silicio, han sido extensamente estudiados in vitro. Y tres son los
fenomenos de interés que se buscan evaluar: (i) el aumento del pH en la solucién en los
alrededores del BG, (ii) la concentracion de iones que es liberada por la disolucién del vidrio
y (iii) las capas de HA que se forman en la superficie del BG.

El método mas utilizado en la literatura y que ha sido reconocido por la International
Standards Organization (ISO), es el testeo de dilucién en SBF, el cual evalua la habilidad de
formar una capa de HA en la superficie del material cuando esta sumergido en la solucion.
Esta metodologia resulta ser menos laboriosa que los ensayos celulares, se necesita menos
experiencia y resultan ser menos costosos. Sin embargo, hay varias controversias sobre este

test, como cuan semejante es esta solucion al fluido corporal (ya que es una solucion acuosa,
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cuyas concentraciones ionicas son similares a la del plasma sanguineo) y qué tanto lo
mimetiza.*"

La citotoxicidad y el comportamiento osteogénico también se ha evaluado in vitro
pero utilizando varias lineas celulares. Las células osteogénicas, en la presencia de BG, o sus
productos de disolucidon, muestran un aumento en la actividad metabolica y producen mas
matriz 6sea y mas nodulos 6seos mineralizados que otros biocerdmicos sin la adicion de
factores de crecimiento u hormonas. La capa de HA que se forma parece ser quimicamente
compatible con las células y responden diferencialmente a las concentraciones de los
componentes del BG. También, se ha demostrado que los BG regulan positivamente los
genes asociados con formacion de hueso, incluyendo en gen c-Myc de respuesta sensible al
crecimiento, reguladores del ciclo celular, reguladores de la apoptosis, receptores de
superficie celular y reguladores de la matriz extracelular. Este efecto es dosis-dependiente.
Esto es importante, ya que un exceso de iones aumentaria el pH de forma que puede causar

dafio en las células. *

1.3.5. Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo en animales son necesarios como paso previo a la implantacion de
cualquier dispositivo médico en humanos. Para minimizar la cantidad de animales que son
utilizados y para obtener resultados confiables, son necesarios modelos efectivos. El modelo
animal que se ha definido para la investigacion de bioceramicos en regeneracion Osea fue
determinado por Oonishi et al. utilizando el condilo femoral de conejo (el hueso de la pierna
justo por encima de la rodilla). *

Una de las caracteristicas importantes a tener en cuenta respecto a los BG es que, para que
sean eficaces en la regeneracion dsea, la resorcion del implante no debe ocurrir antes de que

el hueso tenga la oportunidad de regenerarse. *

1.3.6. Composiciones estudiadas

En la actualidad, diferentes estudios intentan buscar la composicion Optima de los
BGs de borato para asi optimizar su funcionalidad. Entre ellos, Thind et al. '°, sustituyeron la
silice por borato en wt% (porcentaje en peso) de la composicion de diferentes BG de silicatos
para evaluar su solubilidad en SBF. Estudiaron muestras que tenian 0, 2, 4y 6 % wt de P,O:s.
Encontrando que, las muestras que contenian mayor cantidad de P,Os (6 wt%) muestran una

mayor pérdida de peso luego de las 270 hs de inmersion en SBF a 37°C. También, que la
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liberacion de iones Na, Ca y B, es maxima para las muestras que poseen 6% de P,O5y
minima para aquellas que poseen 2%. Por lo que, la adicion de fosfato disminuye la
durabilidad. Pero se vio que pequefias adiciones de P,Os (2 wt%) a BG de boratos
alkali-alkali, ayudan a aumentar la durabilidad quimica al compactar la estructura y disminuir
la pérdida de peso.

En 2015, Abo-Naf et al. 7, variaron las composiciones en borato de diferentes BGs de
la siguiente manera: xB,0;-15Na,0-15Ca0O-(70-x)P,05 con 5 < x < 30 mol%. Alli notaron
que concentraciones de 25 y 30 mol% de B,O; poseian una mejor bioactividad in vitro y 30
mol% B,0; da la mayor pérdida de peso en SBF. También notaron que, a mayor cantidad de
B,0;, el BG posee mejores propiedades mecénicas. Sin embargo, cabe destacar que como en
este caso la concentracion de P,Os supera en gran medida la de B,0O;, no sélo se forma una
red de borato en el BG sino que también una de fosfato.

t12

También, en 2015, Lepry y Nazhat '“, compararon las propiedades de la composicion
45B5 (45S5 sustituido en borato) obtenido mediante la técnica melt-quenching y la misma
composicion y variantes de €sta pero obtenidos mediante so/-gel. De este estudio concluyeron
que las muestras obtenidas por sol-gel poseen un area especifica superficial de particula al
menos de dos 6rdenes mayor que las de melt-quenching, lo que se traduce en un dramatico
aumento en la interaccion acuosa y liberacion de iones. También, estas muestras son capaces
de formar una capa de HA luego de inmersion en SBF de solamente 3 hs.

Lepry et al., en 2018 '8, analizaron las diferencias obtenidas de variar la composicion
45B5 en la cantidad de NaO (0 - 24,4 mol%) en SGBGs sintetizados a partir de sol-gel, y
concluyeron que el aumento en Na aumenta la reactividad pero no la bioactividad, también

que esto supone una mayor pérdida de masa y degradabilidad in vitro, ya que hay mayor

intercambio de iones.

1.4 Propuesta y motivacidon

En base a la informacion presentada anteriormente, en este trabajo se propone partir
de la composicion 45B5 (correspondiente a la composicion original propuesta por Hench, y

en la que se sustituye el silicio de 45S5 por el boro) ''*!*

, y mediante un disefio
experimental, estudiar el efecto de la variacion de sus constituyentes en un 2%. Mediante esta
variacion se pretende analizar el efecto del formador de red y del modificador en las

propiedades térmicas, su estructura y el efecto en el proceso de disolucion.
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2. Materiales y métodos

2.1 Preparacion de bioceramicos

Se preparan las muestras a partir de los reactivos CaCO;, H;BO;, Na,CO; y
(NH,),HPO, (calidad ACS) secados por cuatro horas a 80°C, seglin la masa correspondiente
(Tabla 1), para una masa final de 10 g de vidrio de cada composicion propuesta. Los reactivos
se mezclan en molino de bolas a los efectos de lograr una mezcla homogénea. Estos se
funden en un crisol de alimina a temperaturas entre 1000 y 1300 °C con agregados de a poco,
y se cuela a 1300 °C sobre molde de acero. Para ello se utiliza un horno eléctrico vertical
Across Internacional, del Laboratorio del Afea Radioquimica, DEC, Facultad de Quimica.
Cabe aclarar que, aunque se menciond en la seccion /.3.2, que a altas temperaturas la
alimina puede difundir fuera del crisol hacia el vidrio y modificar su composicién, como en
este caso la fuente de fosfato que se utiliza es un compuesto de amonio y este podria
reaccionar con el platino del crisol, es que se utilizé alimina.

Partiendo de la composicion del Bioglass original de Hench® modificado por boro, se
propone analizar el efecto del formador (x) y del modificador de red (y) de acuerdo al
siguiente esquema,

(46.1 + X)B0, - (2.6 — )P 0_- (26.9 + y)Ca0 - (24.4 — y)Na,0 (%mol),

conx=0,+2y-2ey=0,+2y -2, lo que da un total de nueve muestras. En la 7abla I se

presentan las composiciones preparadas.

Tabla 1: Composicion de los Bioglass preparados (%mol)

X,y B,0; CaO Na,O P,0s
x=0,y=0 46.1 26.9 244 2.6
x=0,y=+2 46.1 28.9 22.4 2.6
x=0,y=-2 46.1 24.9 26.4 2.6
x=-2,y=0 44.1 26.9 24.4 4.6
x=-2,y=+2 441 289 22.4 4.6
x=-2,y=-2 44.1 24.9 26.4 4.6
x=42,y=0 48.1 26.9 244 0.6
x=+2,y=+2 48.1 28.9 22.4 0.6
x=+2,y=-2 48.1 24.9 26.4 0.6
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2.2 Caracterizaciéon
2.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis cualitativo, tanto como
cuantitativo, que se basa en la capacidad de las moléculas de absorber energia en la region
infrarroja del espectro electromagnético (700 nm hasta 1 mm) y la vibracién de sus atomos.
El espectro infrarrojo de una muestra se obtiene cuando, al pasar radiacion infrarroja a través
de ella, una parte de la radiacion incidente es absorbida por los atomos los cuales vibran con
una energia particular. La sefial que aparece como un pico en el espectro de absorcion,
corresponde a la vibracion de una parte de alguna molécula de la muestra a determinado valor
de energia. Para que una molécula sea activa en el infrarrojo debe sufrir un cambio en el
dipolo eléctrico durante la vibracion.

Los atomos en las moléculas se pueden mover uno respecto al otro, es decir, mediante
sus enlaces, y generar vibraciones de estiramientos (stretching) o de torsiones (bending).
Algunos enlaces pueden estirarse de forma simétrica (symmetric bending) o de forma

asimétrica o fuera de fase (asymmetric bending). °

H T
N 00 A0
/C—O H H H H
H N K
Stretching Bending Stretching
O
/ \\\ -
H H R—O---H
Symmetric stretching Asymmetric stretching

Figura 10: Esquemas de vibraciones vending y stretching.

Los instrumentos infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) detectan todas las
longitudes de onda simultdineamente y utilizan un interferometro para producir patrones de
interferencia que contiene la informacion espectral infrarroja. *° Los componentes bésicos del

espectrometro de FTIR se muestran en la Fig. /1.
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Figura 11: Composicion basica de un espectrometro FTIR. *

Para este caso, se utilizd la técnica de espectroscopia FTIR en modo de reflectancia
total atenuada (ATR) la cual utiliza el fendmeno de reflexion total interna. Este tltimo ocurre
cuando un haz de luz infrarroja entra al cristal y cuando el angulo de incidencia en la interfaz
entre la muestra y el cristal es mayor que un angulo critico determinado por la diferencia de
los indices de refraccion de la muestra y el cristal (Fig. 12). El haz es capaz de penetrar una
fraccion de longitud de onda mas alla de la superficie reflectante y cuando un material que
absorbe selectivamente la radiacion esta en estrecho contacto con la superficie reflectante, el
haz pierde energia en la longitud de onda donde el material absorbe. La radiacion atenuada
resultante se mide y se grafica en funcién de la longitud de onda (frecuencia de la vibracion)

y da lugar a las caracteristicas espectrales de absorcion de la muestra.

Figura 12: esquema de un sistema de reflectancia total atenuada.™

Previo a realizar las medidas, se muelen las muestras, de manera de obtener un polvo de
un tamafio de particula menor a 150 pum, mediante la utilizacion de mortero y posterior
tamizaje con los filtros adecuados. Se llevaron a cabo las medidas FTIR - ATR en un equipo
Frontier de Perkin Elmer del Centro Universitario Regional Este (CURE - Rocha), realizando
barridos en la region entre 4000 y 400 cm™, con un intervalo de datos de 2 cm” y

acumulaciones de 60 barridos.
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2.2.2. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica analitica conocida por ser util para la
identificacion de composiciones quimicas y grupos estructurales presentes en diferentes
materiales. En el caso del vidrio, en particular, la utilizacién de la espectroscopia Raman es
conveniente para el estudio de cambios en la estructura, por ejemplo, durante la
cristalizacion, y permite identificar la presencia de iones terminales como lo son los nbO.*!

El efecto Raman se basa en deformaciones moleculares inducidas por el campo eléctrico
de la luz, y es determinado por la polarizabilidad de la molécula, a. El haz de luz utilizado
puede considerarse como una onda electromagnética oscilante con un vector, €. Al
interaccionar con la muestra, este induce un momento eléctrico dipolar, @ = a e, que
deforma a la molécula o grupos moleculares. Este vibra con una frecuencia caracteristica, que
corresponde a las oscilaciones periddicas de sus atomos o iones constituyentes en sus
posiciones de equilibrio.”!

Una regla de seleccion cualitativa mas especifica fue propuesta por Almeida®: el espectro
Raman en vidrios es usualmente dominado por vibraciones stretching simétricas de alta
frecuencia de especies anidnicas non-bridging sobre los cationes que forman la red, ya que
estas son las vibraciones que involucran mayores cambios de polarizabilidad.?!

Para realizar las medidas de espectroscopia Raman de las muestras de vidrio preparadas
en polvo se utiliz6 un Microscopio Raman Confocal WliTec Alpha 300RA (Ulm,
Baden-Wurtemberg, Germany) del Polo Tecnoldgico de Pando con una longitud de onda de
excitacion de 532 nm. Se realizaron en total 100 scans con un promedio de 0.1s cada uno y se
normalizaron para su comparacion. Para la interpretacion de los resultados se selecciono un

rango de 400 a 1800 cm™.

2.2.3. Difraccion de Rayos X (XRD)

Para poder entender la relacion entre la estructura y las propiedades de cualquier
material, es necesario conocerlo a un nivel atomico. La difraccion de rayos X de materiales
cristalinos muestra picos de Bragg bien definidos asociados a su estructura ordenada de largo
alcance, lo cual permite determinar los parametros correspondientes a un grupo espacial bien
definido. Aun mas, para cristales individuales, los experimentos de difraccion en tres
dimensiones permiten determinar la estructura absoluta.

Sin embargo, el vidrio tiene una estructura inherentemente desordenada en escalas de

longitud de rango intermedio y largo, lo que hace imposible la determinacion estructural
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absoluta, aunque el ordenamiento de corto alcance a menudo es pronunciado. En
consecuencia, la mayor parte de la informacion que se puede extraer de manera confiable
actualmente de un experimento de difraccion de rayos X de un vidrio isotrépico es una
funcion de distribucion de pares unidimensional a partir de la cual la estructura
tridimensional no se puede generar directamente.?

En este caso, se utilizé la técnica para verificar el caracter amorfo de las muestras
obtenidas. Los andlisis fueron realizados usando un Difractometro Malvern Panalytical
(Almelo, The Netherlands), modelo Empyrean, del Laboratorio de Alto Impacto del CURE
equipado con un tubo de cobre, midiendo a 40 kV y 40 mA, usando un filtro de Ni, una
geometria Bragg-Brentano (6 — 20), un detector en modo 1D Xcelerator, y 0.02°/min por
step. La base de datos utilizada para la identificacion de las fases cristalinas fue la Open

Crystallographic Database y PDF+2 de la ICDD.

2.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica en donde se analiza el
cambio en el flujo de calor midiendo la diferencia de temperatura entre la muestra y una
muestra de referencia mientras se someten a una rampa de temperatura programada. Esto
permite la caracterizacion de, por ejemplo, transiciones de fase de primer y segundo orden, y
reacciones quimicas.

Por DSC, mediante cierta calibracion, se pueden realizar medidas de capacidad
calorifica, lo que permite la determinacion de la capacidad calorifica como una propiedad del
material en un amplio rango de temperaturas en un tiempo razonablemente breve. Por lo
tanto, DSC se puede utilizar para la caracterizacion de transiciones vitreas y otros efectos que
muestran un cambio en la capacidad calorifica.**

Se pueden distinguir dos modos, calorimetria diferencial de barrido de potencia
compensada y calorimetria diferencial de barrido de flujo de calor, dependiendo del método
de medida utilizado. Para este ultimo, dos disefios diferentes son comunes: sistemas de

medicion tipo disco y tipo cilindro (Fig.13).*
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Figura 13: esquema del sistema de andlisis téermico del tipo cilindrico.

Las muestras se estudiaron por andlisis térmico simultineo (DSC-TG) en un equipo
Netzsch STA-449 F5 del Centro Universitario Regional del Este (CURE), con crisoles de
platino, atmosfera de aire con un flujo de 50 cm’/min y muestras en polvo con una masa de (
20+2)mg. Previo a las mediciones, se realizaron calibraciones en el flujo de calor y la

temperatura.

2.2.5. Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

La Resonancia Magnética Nuclear investiga el entorno local de un nucleo,
permitiendo asi distinguirlos para poder identificarlos y cuantificarlos. De hecho, la NMR
tiene una larga historia en proporcionar informacion valiosa sobre la estructura del vidrio.
Poco més de una década después de su invencion, la NMR se utilizaba para determinar las
poblaciones relativas de boros tri- y tetraédricamente coordinado en vidrios de borato
alcalino.

La espectroscopia NMR es capaz de detectar espines nucleares de todos los elementos
quimicos. A partir de esta técnica se puede obtener informacion sobre el numero de
coordinacion, el niimero de 4tomos enlazados y la conectividad. Mientras que la intensidad
de los picos (u area) esta directamente relacionada a la poblacion de cada una de las especias,
dando lugar a la determinacion cuantitativa del orden de corto alcance. Mas aun, otras
interacciones de spin (e.g., cuadrupolar, spin-spin indirecto, dipolos directos) pueden también
estar presentes y proveer de informacion adicional relevante sobre la coordinacion

geométrica y la conectividad. Es asi que, la utilizacién de la NMR puede dar informacion
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complementaria estructural de un vidrio para asi construir una imagen de su estructura de
manera consistente. °

En este trabajo se realizo6 RMN de alta resolucion para las especies "B y *'P en un
espectrometro Bruker Avance Neo que opera en un campo de 14,1 T perteneciente al Instituto
de Fisica, de la Universidad de San Paulo (USP), en San Carlos, Brasil. Las muestras se
empaquetaron en rotores de zirconio de 3,2 mm y con una frecuencia de 15 kHz y 16 kHz
para *'P y "B, respectivamente. Se llevaron a cabo experimentos de *'P-NMR registrando
entre 200 y 600 scans dependiendo de la concentracion de P en la muestra. Las medidas de
"B-NMR fueron realizadas registrando 256 scans. La adquisicion fue rotor-sincronizado con
el periodo de giro del rotor para tener en cuenta toda la intensidad espectral en la banda
central. Se llevaron a cabo simulaciones de las lineas "B-NMR utilizando el software
DMFit*, considerando los efectos eléctricos cuadrupolares de segundo orden. Para probar la
proximidad espacial de "B y *'P, se realizaron medidas de Rotational echo double resonance
(REDOR) "B-{31P} en una sonda de 2,5 mm utilizando rotores de zirconio. Para ello, se
realizaron experimentos separados optimizados para observacion de las lineas de RMN de
boro trigonal y tetragonal. Para aumentar el nimero de datos, los experimentos se realizaron a
velocidades de giro de 13,0 y 15,0 kHz. Los cambios quimicos para "B y *'P fueron
referenciados a soluciones acuosas de dacido borico 0.1 M y 85% 4cido fosforico,
respectivamente, utilizando una muestra solida de BPO, como estandar secundario con

sefiales de "B en 3,5 ppm y *'P a -29,3 ppm.

2.3 Ensavyos in vitro

Como ya se ha mencionado en secciones anteriores, la utilizacion de SBF como
método para testear la bioactividad de los Bioglass debido a su capacidad de “simular” una
solucion 16nica del tipo biologica se encuentra muy cuestionada por la comunidad
cientifica’. Dada las dificultades que implica la preparacion del SBF y la posibilidad de que
precipite durante el experimento, existen reportes que sugieren la utilizacion de una solucion
de K,HPO, ° con una incubacion a 37°C ya que seria una forma menos laboriosa y que
serviria para la evaluacion. En este trabajo se decide utilizar, adicionalmente, un medio de
cultivo celular ya que representaria un medio mas adecuado para la realizacion del estudio.
Por lo tanto, se utilizara el SBF preparado segtn el protocolo presentado por Kokubo et al. °
y para los estudios se usard la misma relacion masa/solucion que se utiliza en dicho trabajo

para estudiar la disolucion de estos compuestos por pérdida de masa.
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A los efectos de evaluar la posible cristalizacion de HA, para esta instancia se propuso
estudiar la disolucion de las muestras x = 0, y = 0y x = 0, y = +2, que fueron las que
resultaron vitreas, en SBF, K,HPO, 0.02 mol/L, y en medio de cultivo RPMI + 10% SFB
(suero fetal bovino) en presencia de antibidticos (estreptomicina 100 pg/mL y penicilina 100
U/mL), y hacer un seguimiento de la pérdida de masa al dia 1, 3 y 7. Esto se realiza por
triplicado para cada muestra en cada disolucion y se utiliza como control de disolucion vidrio
Pyrex®, que es un vidrio borosilicato de uso comin en el laboratorio. Estos estudios se
realizaron en el Laboratorio del Area Inmunologia/Departamento de Biociencias - Facultad
de Quimica, Instituto de Higiene.

Experimentalmente, se estudi6 la disolucién de 75 mg de muestra (tamano de
particula entre 45 — 90 um) previamente desinfectada en luz UV por 30 min. en 50 mL de
solucion estéril (RPMI estéril, y SBF y K,HPO, 0.02 mol/L previamente filtrado con filtro
0.20 pum) sobre tubo Falcon y trabajando en flujo laminar horizontal, las cuales fueron
incubadas en estufa a 37 °C segln los tiempos establecidos en la Tabla 2 de forma
independiente. Para maximizar la superficie de interaccion muestra-solucion durante la
incubacidn, se posicionan los tubos en orientacion horizontal en la estufa y se realizan
agitados de ellos dos veces por dia para asi evitar que las particulas precipiten juntas. Al
retirar las muestras, se centrifugaron por 5 min a 3000 gy 21 °C para separarlo de la solucion.
Luego, se retira el sobrenadante y se filtra la muestra con posteriores lavados en un filtro tipo
HA con un tamafio de poro de 0.45 um y 33 mm de didmetro, y se secan por 5.5 horas a 37
°C para después masarlo. La pérdida de masa se calculd en funcion de la masa inicial previo
al ensayo de disolucion, y la masa final, luego de filtrado y secado. Finalmente, se analizan

las muestras por FTIR luego del proceso de disolucion.

Tabla 2: Esquema de los ensayos de disolucion realizados.

. ., Dia de
Disolucion .,
extraccion

1

SBF 3

7

Muestra 1

K,HPO, 0.02 3

mol/L

7

1

RPMI 3

7
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Figura 14: Proceso de secado de las muestras luego de filtrado y sobre sus respectivos filtros
(izquierda), y tubos en proceso de incubacion (derecha), se colocan en posicion horizontal

para maximizar la superficie de interaccion muestra — solucion.
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3. Resultados y discusion

3.1 Preparacion de bioglass

Figura 15: Proceso de preparacion de los BGs (arriba) y muestras obtenidas (abajo). La

muestra izquierda corresponde ay = 0, x = 0y a la derechaax = -2,y = -2.

Durante la preparacion se observo que aquellas muestras con un contenido de P,Os de
un 4.6% (i.e. x = -2) presentaban una coloracion blanquecina y opaca, y no translicida como
lo eran el resto de las muestras. Esto podria ser un indicio de que algun fendmeno, como la

cristalizacion o separacion de fases, haya ocurrido al enfriar la muestra.
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3.2 Caracterizacion

Teniendo en cuenta la ecuacion de variacion de las muestras,

(46.1 + x)3203 (2.6 — x)PZO5 - (26.9 + y)CaO - (24.4 — y)NaZO, se presentan a

continuacion los resultados de la caracterizacion.

En la Fig. 16 se presentan los espectros FTIR y Raman normalizados en funcion de
las modificaciones en la cantidad de formadores (x) y modificadores (y) de red propuestos.
Se puede observar que a medida que se aumenta la cantidad de P,Os (desde x =42 a x = -2),
tanto en la Fig. 16 a) como b), se evidencia un cambio en los perfiles de las bandas. La
asignacion de las respectivas bandas permite determinar estructuras en la muestra, por
ejemplo, la presencia de diboratos y dipentaboratos.

Las bandas del espectro FTIR identificadas en las muestras son: 709 - 715, 771 - 777,
857 - 880, 910 - 950, 1042 - 1050, 1186 - 1218 y 1326 - 1362 cm™. Los vidrios boratos
poseen sus bandas caracteristicas entre 1550 - 1150 c¢cm’, lo que corresponde a los
estiramientos de B-O y B-O en los grupos B@;, 1150 - 800 cm’, correspondiente a los
estiramientos B-O de los grupos BO, %/, y 800 - 600 cm™ que se correlaciona con el bending
B-O-B. *® Por otra parte, los vidrios fosfato poseen bandas en 1325 - 1265 cm™ que se suelen
asignar a la vibracion stretching antisimétrica de O-P-O, 1130 - 830 cm™' suele adjudicarse a
stretching antisimétricos P-O-P y la banda 780 - 725 cm™ a vibraciones de estiramiento
simétrico P-O-P %.

En la Fig. 16 b), el espectro Raman de las muestras estudiadas, se pueden identificar

cuatro regiones principales: 1600 - 1200, 1100 - 800, 800 - 600 y 600 - 400 cm™. La

interpretacion de los resultados obtenidos se realizd6 comparando con datos de bibliografia
previa.

Dada la aplicacion deseada, el vidrio deberia tener una estructura abierta, capaz de
interaccionar con el medio y disolverse rapidamente en solucidon, formando una capa de
hidroxiapatita en la superficie del mismo. Tomando en cuenta que la cantidad de P,Os en las
muestras es relativamente baja en porcentaje, se espera que la estructura del vidrio presente
principalmente las caracteristicas de una a una estructura de red de borato. Dada la cantidad
de modificadores presentes, sodio y calcio, se esperaria que el modelo estructural del vidrio
posea unidades del tipo BA,, BO,0" y BOO, *.

Para la interpretacion de los espectros Raman y FTIR, se compararon y agruparon las

muestras en funcion de su contenido de P,Os.
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En los espectros obtenidos por FTIR (Fig. 16 a)), se observa que las muestras con
baja cantidad de P,O; (x = +2) muestran sefiales a ~1050 cm™ y en el rango 860-890 cm™ que
se puede atribuir a grupos tetraborato (triboratos y pentaboratos)*'. Cuando el contenido de
P,Os aumenta (x = 0, x = -2), la banda ~1050 cm™ incrementa su intensidad, lo que se
atribuye a la superposicion de la banda de vibracion simétrica de O-P-O*’. Hay un aumento
en la banda 860 — 890 cm™ con el aumento de P,Os Por otro lado, con el aumento en el
porcentaje de B,O; (desde x = -2 a x = +2) se observa un incremento de la banda 1320 — 1360
cm’ que puede deberse a la presencia de uniones del tipo nbO que varian con la relacion
Ca*'/Na"* presente. Mayores cantidades de Ca* (y = +2) dan como resultado una disminucién
de dicha banda. Este efecto no se encuentra presente en las muestras con 0.6% (mol) de P,Os
(x=+2).

El corrimiento de la frecuencia de vibracion en ~1361 cm™ con el aumento en la
cantidad de P,Os (desde y = -2 a y = +2) se puede explicar por la superposicion con la banda
de vibracion de estiramiento antisimétrico del enlace O-P-O%. La banda a ~940 cm™ es
debida a la presencia de diborato®* y a su vez por la superposicion de la banda
correspondiente a la vibracion simétrica del enlace P-O*, lo que se observa con el aumento
en el contenido de P,O; (de x =+2 a x =-2). La banda a ~710 cm™ se puede relacionar con la
vibracion de los enlaces B-O-B de la union de los grupos B@;-B@,*'. A medida que el
contenido de P,0s aumenta, surge la presencia de una banda a ~775 cm’, que se
corresponderia a la vibracion simétrica de los enlaces P-O-P %,

Los espectros Raman de vidrios que contienen mismas cantidades de Na,O y B,0;
poseen sefiales caracteristicas a 545, 690, 757, 940, 1490 ¢cm™, las cuales corresponden a
grupos estructurales del tipo BO; y BO, y una red depolimerizada, con grupos tales como
anillos metaboratos y piroboratos (Fig. 5 y Fig. 6)**. Mientras tanto qué, vidrios que poseen

33% P205 - 67% CaO tienen bandas a 1106, 1045, 952, 745 y 354 ¢cm™ las cuales se han

asignado a vibraciones de unidades orto- y pirofosfato®. Aquellos vidrios con composicion

33% P205-67% SnO muestran bandas a 745, 925, 985 y 1100 cm™ que han sido asignadas a

modos stretching de vibracion de bO de Ql, Ql, nbO en ortofosfatos Q0 tetraédricos y Q1
como terminador de cadena, respectivamente*®.

En el espectro Raman, se puede observar que a bajos contenidos de P,Os5 (x = +2) los
vidrios tienen sus bandas principales a 480, 748, 893, 960, 1010 y 1438 c¢cm’, lo cual se
corresponderia a las bandas de las estructuras de borato de anillos de seis miembros con un

BO, ¢ iones nbO. En estudios anteriores, se ha visto que los vidrios con una composicion
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50% 3203-50% CaO muestran sefiales similares y bandas a 930 cm™ y 735 ¢cm™, lo cual se

ha asignado a ortoborato y metaborato, respectivamente®’. La banda en 748 c¢cm™ podria
deberse a la presencia de pequenas cantidades de P,Os, debido a la superposicion con la
vibracion asimétrica de P-O-P de las especies fosfato®® y con una banda que se centra en 745

cm’! en vidrios Ca0-B 20 5 En la sefial a 940 cm™ ocurre algo similar, donde a medida que la

concentracion de P,Os aumenta, la sefal aumenta su intensidad. Una concentracion 2.6%
P,Os (x = 0) da una banda a 945 cm™ mayor que el resto de las concentraciones. Se ha

reportado que vidrios de composiciones Na 2O-P 20 5 con iguales cantidades de Na,O y P,Os

poseen bandas caracteristicas principalmente en la region 1150 - 1195y 636 - 687 cm™ ¥, sin
embargo, estas sefiales no son posibles de observar debido al bajo contenido de P,Os respecto

a Na,O.
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Figura 16: Espectros normalizados de FTIR-ATR (a) y de Raman (b) de las nueve

muestras obtenidas. Se indican lineas de referencia
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De las medidas por DSC (Fig. 17 a)), se puede extraer informacion sobre la transicion
vitrea y la ocurrencia de eventos de cristalizacion. La temperatura de transicion vitrea (7¢) es
una medida de la conectividad de la red. Se observa que, para las tres concentraciones de
fosfato, la Tg aumenta con el agregado de Ca (aumenta con y). En otras palabras, esto
significa una red con una interaccion mas fuerte (Fig. /8). En todas las muestras se observa
un pico de cristalizacion. Este pico de cristalizacion podria deberse a la cristalizacion de una
fase a partir de la matriz vitrea. Adicionalmente, se observan picos de fusion correspondiente,
en algunos casos, a la presencia de mas de una fase cristalina.

Por XRD (Fig. 17 b)), se puede evidenciar que, para alto contenido de fosfato (x = -2),
las muestras de vidrio cristalizan parcialmente al enfriar. No se encontrd una fase cristalina ya
reportada (en la base de datos Crystallographic Open Data Base ni en la PDF+2) que tenga
dicha estructura con los elementos que se encuentran en la muestra. La resolucion de una fase
cristalina no reportada por el método de Rietveld escapa del objetivo del presente trabajo.

Mientras que, para bajo contenido de fosfato (x = +2) se observan picos de
cristalizacion que podrian ser asociados a la fase cristalina AIPO,. Este aluminio proviene del
crisol de alumina utilizado para crear las muestras, que, como ya se menciond, a altas
temperaturas podria transferir dicho aluminio al vidrio, y en este caso cristaliza con la relativa
baja cantidad de fosfato de estas muestras respecto a las demas. Por ultimo, las muestras con
2.6 % de P,Os son las que no cristalizan y, por tanto, se confirma el estado vitreo. Teniendo
en cuenta lo anterior, lo que estaria cristalizando al calentar seria una fase correspondiente a

boratos.
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Figura 17: Grdficos obtenidos del andlisis DSC (a) y espectros de XRD de las muestras (b).

En a) los procesos exotérmicos son hacia arriba y endotérmicos hacia abajo.
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Figura 18: Variacion de Tg en funcion de la concentracion de CaQO. Se aprecia que no

mantienen la misma tendencia en las diferentes proporciones de P,Os: B,0;, es decir con x.
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Los espectros de *'P-RMN (Fig. 19 a)) muestran una resonancia con maximos entre 3
ppm y 6ppm para las muestras. Este desvio quimico indica que las especies predominantes de
fosfato son tetraedros de tipo Q°, sin puentes P-O-P entre ellos. Por lo tanto no estarian
formando una red y tampoco parece interaccionar con la red de boratos.

Es bien conocido el efecto de iones con mayor potencial Coulombiano de desviar la
resonancia de *'P a frecuencias menores®. Es asi que, se puede concluir que la region
espectral de alta frecuencia corresponde a tetraedros cuyos O se encuentran interactuando
principalmente con Na’, mientras que la asimetria de bajas frecuencias indica la presencia de
tetraedros con un niimero progresivamente mayor de O interactuando con Ca®" en lugar de
Na'. La asimetria observada en los espectros se puede intuir que la interaccion de los grupos
PO, con Ca es proporcionalmente mayor en los vidrios con menor concentracion de P.

En la Fig. 19 b), correspondiente a los espectros ""B-RMN se observa la presencia de
B en coordinacion trigonal y tetragonal, B(3) y B(4), respectivamente. Se detectd en los
espectros la presencia de un segundo sitio de coordinacion trigonal, identificado como B(3)b,
por lo que habria 3 tipos de B(3), con entornos diferentes.

La distribucion de B en coordinacion trigonal y tetraédrica se obtuvo por la
integracion de las simulaciones, y se muestra en la Fig. 20 en funcion de la concentracion de
Ca0. Se observa que, en las muestras que poseen mayor proporcion de B(4) son aquellas con
un contenido medio de B,O; en sus tres variaciones de CaO, y el vidrio con alto B,0; y bajo
contenido de CaO. Por otro lado, se aprecia que en x = 0 (2.6% de P,0s), al aumentar la
concentracion de CaO hay una tendencia a aumentar B(4), y consecuentemente, una
disminucion de B(3), esto se debe a la capacidad del Ca*" de unir la red de B, debido a su
carga. El caso de x = -2, se explica por su alto contenido de P,Os (4.6% de P,0s), ya que el
fosfato presente no es capaz de formar una red, se encontrard de forma libre en la muestra y,
con el aumento de CaO, habra mayor cantidad de CaO por unidades de B, se decir,
proporcionalmente se reduce la cantidad de unidades B al agregar P,Os. Finalmente, en x =
+2, no hay un cambio global en la tendencia, tanto B(3) como B(4) son constantes con el
aumento de CaO. Este conjunto de muestras también presentaba una fase cristalina (Fig. 17
b)), la cual se atribuyd a AIPO,, una cristalizacion afectada por el aluminio presente en el
crisol durante la preparacion de los vidrios, lo que hace que el poco P,Osdisponible se pierda
en la formacion de esa fase cristalina, y todo el Ca*" se encuentre en red con el boro, por lo
tanto, la proporcion de CaO respecto a B cambia en comparacion al resto de las muestras. En

= -2,y = -2, segun los datos de XRD (Fig. 17 b)) parte del CaO del vidrio podria perderse

debido a la cristalizacion de alguna especie que contenga Ca.
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Figura 20: poblaciones de boro trigonal (B(3), triangulos) y tetraédrico (B(4), cuadrados).
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3.3 Ensayos in vitro

A nivel de los ensayos de pérdida de masa para la muestra x =0, y =0 (Fig. 21 a)) se
observa que ocurrid una mayor pérdida de masa en SBF durante todo el tiempo del ensayo
respecto al resto de las disoluciones, y finalizd en una disminucién del ~52% de peso total.
Esto seria la mayor tasa de disolucion obtenida. En la muestra control se obtiene una pérdida
menor del 10 %. Por otro lado, la misma muestra, pero incubada en RPMI y en solucion de
K,HPO, tuvo una pérdida de masa final entre 10-20%, siendo mayor la solucion de K,HPO,.
Cabe comparar que la concentracion de K,HPO, en SBF es aproximadamente 0.001 mol/L
(ver composicion de SBF en Anexo.l), mientras que la solucién de K,HPO, utilizada posee
una concentracion 20 veces mayor. Por lo que, si la tasa de disolucion en el SBF se viera
favorecida por el K,HPO,, se esperaria que la soluciéon K,HPO, 0.02 mol/L tuviera algin
comportamiento similar o sea mas eficiente en la disolucion. Por otra parte, el andlisis de la
disolucion en RPMI, cuya composicién no solo consta de sales inorganicas, sino que posee
una gran cantidad de aminodcidos y vitaminas (composicion de RPMI en Anexo.2) lo que
aporta compuestos y metabolitos compatibles con el medio bioldgico y fisiologico, da otra
mirada de la bioactividad de la muestra y una respuesta de como podria comportarse en un
medio donde puedan vivir y desarrollarse nuevas células. Por otro lado, un aumento de la
cantidad Ca®" con respecto a la composicion anterior muestra una disminucion de la
disolucion, lo que estaria asociado a un aumento de la conectividad y por ende una mayor
estabilidad de la red. Para poder interpretar si estos resultados de disolucidn se corresponden

con la formacion de HA, se deben analizar los espectros FTIR de las muestras.
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Figura 21: ensayos de disolucion en porcentaje de pérdida de masa en funcion del tiempo,

donde a) corresponde a la muestrax =0,y =0,yb)ax =0,y = +2.

Al observar los espectros FTIR de las muestras x = 0, y = 0 en las diferentes
disoluciones y en los diferentes dias (Fig. 22 a), c) y e)) se puede concluir que en el tiempo
ocurren globalmente los mismos cambios: una disminucion relativa y corrimiento de las
bandas en la region 1540 — 1140 cm™ las cuales, como se mencioné en la seccion 3.2,
corresponden a los estiramientos B-O y B-O" en los grupos BQs; una disminucion de la sefial
en la region 800 — 600 cm™, donde el pico a ~710 cm™ se relacionaba principalmente con la
vibracion de los enlaces B-O-B de la unién de los grupos BO;-B@,*'; la presencia de un pico
~1640 cm™ el cual se atribuye al modo bending (v2) del agua'?, la aparicion de esta sefial es
evidencia de que cuando se sumerge la muestra en la solucion existe un proceso de
intercambio i6nico de hidrogenos o iones hidronio del medio y los iones sodio de la
superficie del vidrio'®; y una transformacion de la sefial entre 1200 — 800 cm™ en donde
ocurren dos fendmenos: disminuye el aporte en la sefial de las vibraciones B-O stretching de
B@,, correspondientes a tetraboratos (860 — 890 cm™) y diboratos (940 — 960 cm™), y el pico
en ~1020 cm™ se agudiza debido a la presencia de una estructura mas cristalina cuya
vibracion se suele atribuir a los modos stretching P-O, y ésta es uno de los principales
indicativos en la formacion de HA '*'. Esto quiere decir que al reducirse los B@,, la red
borato se abre y a la vez incorpora fosfato, dando posibilidad a la formacion de HA.

El vidrio x = 0, y = +2 (+2% Ca0%) tuvo un comportamiento notablemente diferente
ax =0,y =0 tanto en los ensayos de pérdida de masa (Fig. 21 b)) como en los espectros

FTIR obtenidos (Fig. 22 b), d) y f)). La tasa de pérdida de masa para esta muestra no llegd al
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20% para ninguna de las soluciones, sin embargo, cabe destacar que en la disolucion K,HPO,
desde el dia 3 al 7 hubo una disminucidon en masa de la muestra de ~ 10%. En los espectros
FTIR, se concluye que los cambios observados son relativamente menores con respecto a la
muestra anterior. Los cambios mas significativos tuvieron lugar en el dia 7 tanto en RPMI
como en K,HPO,. En el primer caso, Fig. 22 d), se observa que en la region 1100 — 1600 cm'!
hay un cambio en los tipos de compuestos BO; presentes, y pasa a predominar la banda 1247
— 1268 cm! que corresponde a unidades estructurales BO, triangulares'’. Por otro lado
desaparece la sefial en 940 — 960 cm™ correspondiente a las unidades B@, de diboratos,
dejando en evidencia el pico en ~870 cm™, caracteristico de las vibraciones stretching B — O
de anillos boroxol'?. Estos procesos, se traducen en el “desarmado” de la red de borato al
disminuir la cantidad relativa de unidades B, en la muestra. A su vez, se ve un aumento del
pico en ~1020 cm™, lo que indica, de alguna forma, la incorporacién de fosfato. Por lo que,
en este caso, ocurren dos procesos: una disminuciéon de las especies B@, y una
transformacion de las especies BQ;, y la simultdnea formacion de HA. Adicionalmente se
observa la presencia del pico ~1640 ¢cm™ correspondiente al modo bending (v2) del agua'*
confirmando la interacciéon con el medio. Finalmente, la misma muestra pero al dia 7 de
incubada en K,HPO, 0.02 mol/L (Fig. 22 f)) tiene un perfil muy similar a lo mencionado
anteriormente, pero tiene un efecto mdas pronunciado, ya que en el ultimo periodo de
incubacion la muestra disminuyd su masa en un casi 10%, lo que luego se comprueba con un
mayor cambio en las senales del espectro FTIR y en una mayor tasa de formacion de HA
respecto al resto de las soluciones. Esto ultimo se podria explicar por un efecto de la cinética
de disolucion de la muestra. El vidrio x = 0, y = +2 posee una mayor Tg que x =0,y =0ya
que posee un mayor contenido de CaO (Fig. 18), esto se traduce en una red mas rigida y
compacta, por lo que el acceso y eliminacion de iones en €ste seria mas dificultoso y, por lo

tanto, la disolucion del vidrio se enlenteceria.
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Figura 22: espectros FTIR normalizados de los ensayos de disolucion.
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4. Conclusion

En este trabajo se buscd analizar como la variacion en la composicion en 2% de
modificadores y formadores de red en un Bioglass previamente estudiado, modificaba tanto
la estructura, las propiedades térmicas, como la bioactividad de este. También, por otro lado,
se investigd los métodos por los cuales se evalua dicha bioactividad. Es asi que, se deduce
que un aumento en 2% mol de CaO y disminucion de 2% de Na,O respecto al Bioglass 45BS5,
permite mantener el estado vitreo. Este aporte de Ca** y disminucion de Na® causa que el
vidrio tenga una estructura mas rigida, ya que el Ca*" debido a su carga es capaz de unir
boros, esto se traduce en una Tg mayor y en una dindmica de disolucion diferente y mas
enlentecida a la del vidrio propuesto por Lepry. Por otro lado, un aumento en la cantidad de
formador de red produce grandes modificaciones en el sistema; cristalizacion de una fase no
reportada al momento, y una disminucion en las propiedades térmicas del material.

Los ensayos de disolucion permitieron concluir que, aunque el SBF es un buen
indicador de la bioactividad, la disolucion de una misma muestra en una solucidon mas
compleja y similar al medio biolégico, como es un medio de cultivo, no es tan efectiva, y por
lo tanto podria estar sobreestimando su capacidad de disolucion.

Una posible perspectiva a futuro es poder realizar los mismos ensayos disolucion in
vitro pero con muestras obtenidas a partir del método sol-gel, ademas de testear el
comportamiento de estos vidrios en un contexto de tejido celular, y, a largo plazo, hacer los

ensayos in vivo.
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Anexo

1. Composicion de RPMI utilizado en ensayos de disolucion in vitro

™ cAPRICORN

SCIENTIFIC

Product Information

RPMI 1640, with L-Glutamine
Cat.No. RPMI-A (500 ml)

Product Specifications
Appearance Clear red orange solution
CO, concentration, optimum 45%
Storage and shelf life Store at +2°C to +8°C protected from light.
Once opened, store at 4° C and use within 6-8 weeks.
Shipping conditions Ambient
Formulation

Components Concentration mg/L Components Concentration mg/L
Amino Acids: Vitamins:
Glycine 10.00 p-Amino Benzoic Acid 1.00
L-Arginine 200.00 D-Biotin 0.20
L-Asparagine 50.00 Choline Chloride 3.00
L-Aspartic Acid 20.00 D-Calcium Pantothenate 0.25
L-Cystine 2HCI 65.20 Folic Acid 1.00
L-Glutamic Acid 20.00 myo-Inositol 35.00
L-Glutamine 300.00 Nicotinamide 1.00
L-Histidine 15.00 Pyridoxine HCI 1.00
L-Hydroxy-L-Proline 20.00 Riboflavin 0.20
L-Isoleucine 50.00 Thiamine HCI 1.00
L-Leucine 50.00 Vitamin B12 0.005
L-Lysine HCI 40.00
L-Methionine 15.00 Inorganic Salts:
L-Phenylalanine 15.00 Ca(NOs),4 H,0 100.00
L-Proline 20.00 KCl 400.00
L-Serine 30.00 MgSO, 48.84
L-Threonine 20.00 NaCl 6000.00
L-Tryptophan 5.00 NaHCO: 2000.00
L-Tyrosine 21.84 Na,HPO, 800.00
L-Valine 20.00

Other Components:

D-Glucose 2000.00

L-Glutathione Reduced 1.00

Phenol Red Sodium Salt 5.30
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Table A2
Order, amounts, weighing containers, purities and formula weights of reagents for preparing 1000 ml of SBF

2. Preparacion de 1000 mL de SBF segn la publicacion de Kokubo et al.'

Order Reagent Amount Container Purity (%) Formula weight
1 NaCl 8.035¢ Weighing paper 99.5 58.4430
2 NaHCO; 0.355¢g Weighing paper 99.5 84.0068
3 KCl 0.225¢ Weighing bottle 99.5 74.5515
4 K,HPO,-3H,O 0231¢g Weighing bottle 99.0 228.2220
5 MgCl, - 6H,O 0.311g Weighing bottle 98.0 203.3034
6 1.0m-HCl 39ml Graduated cylinder — —

7 CaCl, 0.292¢g Weighing bottle 95.0 110.9848

8 Na,SOy4 0.072¢g Weighing bottle 99.0 142.0428

9 Tris 6.118¢g Weighing paper 99.0 121.1356
10 1.0m-HCl 0-5ml Syringe — —

"' PDU Ciencias Fisicas y sus Aplicaciones, CURE, Rocha y Facultad de Quimica
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