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Resumen: Con el avance de la medicina, la esperanza de vida cada vez es mayor. Desafortunadamente, esto conlleva al
incremento de la incidencia de enfermedades degenerativas como son las enfermedades dseas. Ante ello, este estudio,
basado en la infiltracién y liberacion de hidrogel del 3% de gelatina tipo A en piezas porosas de Ti con una porosidad
nominal del 30 y 60 %, surge con el fin de evaluar la capacidad del proceso para actuar como una forma potencial
novedosa, alternativa y localizada de introducir sustancias farmacéuticas activas, como antibiéticos, medicamentos o
antiinflamatorios no esteroideos. Con ello no solo se logrard combatir posibles infecciones e inflamaciones
postoperatorias sino que también se podria mejorar la biocompatibilidad y osteointegracion del Ti.
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1. INTRODUCCION.

Con el aumento de la esperanza de vida es previsible
que cada vez mas personas se vean afectadas por
enfermedades degenerativas como son las enfermedades
6seas, aquellas que requieren de tratamientos que
involucran el uso de células, factores de crecimiento y
sustitutos 6seos, como biomateriales / andamios, con
propiedades  biocompatibles,  osteoinductivas vy
osteoconductivas [1].

Ante ello se han intensificado las investigaciones con el
fin de lograr alcanzar implantes ideales y personalizados
que puedan poner fin a las dificultades que presentan los
pacientes con enfermedades dseas.

En particular, los materiales metélicos han sido, desde
sus inicios hasta la actualidad, los materiales mas
empleados para fabricar implantes dseos [2]. Su
presencia en estas aplicaciones médicas se caracteriza
por su resistencia para soportar cargas mecanicas y a
fatiga.

Ahora bien, materiales metéalicos como es el titanio (Ti),
presentan un modulo eldstico mayor que el del hueso, lo
que puede ocasionar el fenémeno de stress shielding.
Para hacer frente a ello, actualmente se realizan
numerosas modificaciones superficiales como es la
incorporacion de porosidad interconectada que conlleva
tanto a mejorar la similitud de médulos de elasticidad
entre el implante metalico y el hueso, como a facilitar la
distribucion 'y migracién celular. Ademds, para
conseguir los objetivos de la implantacion como es el
hecho de conseguir una correcta osteointegracion del
implante, en la actualidad, desde el punto de vista de los
materiales, la tendencia es obtener sistemas inteligentes,
cargados con el principio activo del medicamento, que
respondan a estimulos del ambiente y puedan liberar su
carga en el lugar, el tiempo y a la velocidad deseada [3].

Con el fin de mejorar las propiedades del Ti mediante el
uso de sistemas de liberacion controlada nace el
siguiente estudio. Este trabajo ha consistido en elaborar
piezas de Ti con una porosidad nominal del 30 y 60 %
mediante la técnica de Space Holder. Ademés, para
mejorar tanto la  biocompatibilidad como la
osteointegracion del Ti se ha llevado a cabo la
infiltracion y liberacion de un polimero biodegradable y
biocompatible denominado hidrogel cuya capacidad de
absorcién ha permitido su uso como sistemas de
liberacion controlada de sustancias activas que podrian
ser, por ejemplo, fArmacos que estimulen el crecimiento
6seo alrededor del implante acelerando asi la
osteointegracion.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

2.1 Sintesis y caracterizacion del hidrogel.

Para la sintesis de los 3 sistemas de hidrogeles se hizo
uso de gelatina tipo A como materia prima y acido
acético 0,05 M como disolvente. La formacion de
hidrogeles a base de gelatina se llevo a cabo siguiendo
el mismo protocolo previamente definido por Pérez-
Puyana y colaboradores. [4]. Brevemente, se prepararon
soluciones poliméricas al 1, 2 y 3% en peso
(denominadas 1, 2 y 3%, respectivamente) y se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos,
manteniendo la temperatura de la solucién a 4°C.
Luego, se realizo el proceso de gelificacion
manteniendo las soluciones en un frigorifico a 4°C
durante 2h.

Posteriormente, se realizé la caracterizacion reoldgica
de los hidrogeles para evaluar sus propiedades fisicas y
mecénicas. Se realizaron pruebas de barrido de
deformacion para evaluar el rango viscoelastico lineal
(LVR) y la deformacion critica (Gltima deformacion en
la region viscoelastica lineal). Estos ensayos se
realizaron entre 0,001 y 40.0 % de deformacién a una
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frecuencia constante de 1 Hz y 20 °C. Seguidamente, se
realizaron pruebas de barrido de frecuencia entre 0,02 y
20 Hz a tensién constante (dentro del LVR de cada
sistema). Con ello se analizaron el médulo eléstico y
viscoso (G’ y G’ respectivamente) y la tangente de
pérdidas (tan 6 = G”’/G’) a 1 Hz para mejorar la
comparacion entre los sistemas (G’1 y tan 8y,
respectivamente). Ademas, también se realizaron curvas
de flujo entre 0,1 y 400 s para evaluar la evolucién de
la viscosidad con respecto a la velocidad de cizalla. Se
seleccionaron valores de viscosidad a 100 s (n*100)
para comparar los sistemas.

El andlisis morfologico fue realizado con un
microscopio electronico de barrido criogénico (Cryo-
SEM) con el fin de observar el hidrogel (semiliquido)
en su estado natural, evitando asi encogimientos,
distorsiones y el uso de los agentes toxicos requeridos
para la fijacion de materiales biologicos.

El anélisis de la degradacion de los hidrogeles se realizd
siguiendo un protocolo previamente descrito por
Essawy y colaboradores. [5]. En resumen, se prepararon
hidrogeles con un 5% en peso de sulfato de zinc
respecto a la concentracién de proteina utilizada en su
formulacién inicial. Una vez formados, se sumergen en
agua MiliQ, y se mide la conductividad de la solucién
con respecto al tiempo con un conductimetro. La
degradacion de los hidrogeles se relaciona con la
liberaciéon de sulfato de zinc al medio y el posterior
aumento de la conductividad hasta alcanzar un valor
constante. El comportamiento de degradacion de los
hidrogeles se model6 siguiendo la ecuacion definida por
Korsmeyer y colaboradores. [6] para sistemas
poliméricos (Ec. 1):

L=k-tn (1)

donde L es la degradacion del sistema y t es el tiempo
transcurrido. Los parametros obtenidos de esta ecuacion
permitieron conocer el mecanismo de degradacion que
estaba teniendo lugar (n), asi como su cinética (k).

2.2 Fabricacion y caracterizacién de las piezas de
titanio.

En el presente estudio se elaboraron piezas de titanio
con una porosidad nominal del 30 y 60 % en volumen
(nombrados como Ti30 y Ti60, respectivamente)
mediante la técnica de espaciadores. La fabricacién de
los andamios con este método consiste en afiadir
particulas temporales, al polvo de matriz metalica. Las
particulas temporales servirdn como particulas de
retencidn de espacio actuando asi como formadores de
poros donde se llevard a cabo la infiltracion y liberacién
de los hidrogeles elaborados previamente [7]. En este
caso se hizo uso de Ti comercialmente puro como polvo
metalico y cloruro sédico como particulas espaciadoras.
El Ti c.p. y las particulas NaCl se homogeneizaron en
un agitador TURBULA® 3D a una frecuencia de 96
ciclos-min’ durante 40 min. Posteriormente, la mezcla
obtenida se compactd mediante prensado uniaxial en
una maquina de ensayo universal a 400 MPa. Los

cilindros compactados obtenidos se sumergieron en
agua destilada caliente (1L, 60°C) y se agitaron a 100
rpm para promover la disolucion del NaCl. Estas fueron
sinterizadas en un horno tubular a 1200°C por 2h,
10°C-m* de velocidad de calentamiento, enfriamiento
libre y bajo atmésfera de alto vacio (10 mbar).

Las piezas sinterizadas fueron detalladamente
caracterizadas. En primer lugar, se determind la
densidad absoluta de las muestras mediante geometria
con el objetivo de conocer el porcentaje de porosidad
total. A continuacién, se calcularon la densidad,
porosidad total, abierta y cerrada siguiendo el método
de Arquimedes para materiales metalicos porosos
(ASTM C373-88).

Para determinar la morfologia y la distribucién del
tamafio de los poros, se llevé a cabo un andlisis de
imagenes en piezas Ti30 y Ti60 empleando un
microscopio optico Nikon Eclipse MA100N.

2.3 Infiltracion-degradacién de los hidrogeles en los
poros de las piezas Ti30 y Ti60.

Se usaron las piezas Ti30 y Ti60 para infiltrar y
posteriormente degradar y liberar el hidrogel desde
ambas muestras. Para el proceso de infiltracion, las
piezas Ti30 y Ti60 se sumergieron en el hidrogel a
temperatura ambiente y se determind la ganancia de
peso (asociada a la infiltracion del hidrogel por
capilaridad) con respecto al tiempo de inmersién. Los
procesos de infiltracion se detuvieron cuando la
porosidad abierta total fue rellenada por el hidrogel y/o
se alcanz6 un estado estacionario. Este proceso se
replicé con el hidrogel cargado de sulfato de zinc para
que se pudiera seguir la evaluacién del hidrogel
(asociada a la liberacién de ZnSO,) infiltrado en los
poros de Ti siguiendo el protocolo de determinacién de
conductividad previamente descrito por Essawy Yy
colaboradores. [5].

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Sintesis y caracterizacion del hidrogel.

La caracterizacion reoldgica se inici6 con las pruebas de
barrido de deformacion. De acuerdo a los resultados
obtenidos (Tabla 1), podemos destacar que el hidrogel
con menor concentracion presenta una menor resistencia
a la deformacién. Ademas, se observa que el maximo de
deformacion critica se encuentra para el sistema
elaborado al 2%, aunque sin diferencias significativas
con el sistema elaborado a mayor concentracion.

Una vez conocido el rango viscoelastico lineal, se
realizaron ensayos de barrido de frecuencia cuyos
resultados se observan en la Figura 1.
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Tabla 1. Deformacion critica de los hidrogeles en
funcion de la concentracion de gelatina (1, 2 y 3% en
peso).

Sistemas Deforma(:l«'m critica G'1(Pa) tan &1 n*100 (Pa‘s)
Hidrogel 1% 05+£02 17.9 £ 4.1 0.26+0.03 0.06 = 0.05
Hidrogel 2% 206+ 6.6 18.3+3.7 0.19 +0.02 0.63 +0.04
Hidrogel 3% 148+03 1983. £ 75.5 0.04 = 0.01 3.69x0.21
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Figura 1. Mddulo elastico y viscoso obtenidos a partir
de los ensayos de barrido de frecuencia.

De acuerdo con los perfiles obtenidos para los tres
sistemas, los valores de G’ son siempre mayores que los
de G", mostrando asi un  comportamiento
predominantemente elastico. Ademas, los tres sistemas
mostraron un perfil constante en el rango de frecuencias
estudiado corroborando su estabilidad. Por otro lado,
comparando el médulo de elasticidad y la tangente de
pérdidas (G’/G’) a 1 Hz incluidos en la Tabla 1, se
puede anotar que el sistema con mayor G’ es aquel
sistema con mayor concentracion de cadenas proteicas y
por tanto aquel mas estable debido a una mayor
interaccidn y estructuracion destacando el hidrogel al
3%. Por otro lado, los resultados obtenidos al realizar
las curvas de flujo indican que todos los sistemas
presentaron un comportamiento pseudoplastico ya que
la viscosidad disminuye a medida que aumenta la
velocidad de corte, lo que hace que los hidrogeles sean
maés fluidos (Figura 2).
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Figura 2. Evolucion de la viscosidad de cada sistema
conforme aumenta la velocidad.

Partiendo de los resultados mostrados previamente se
puede concluir que los sistemas del 2 'y 3 % en peso son
aquellos que presentan una mayor estabilidad y, por
tanto, son los que mas se ajustan al objetivo de ser
utilizados como sistemas de liberacion controlada. Ante
ello se descartd el hidrogel del 1 % para la evaluacién
microestructural. La Figura 3  muestra las
microestructuras del hidrogel al 2 y 3% a 2000x y
4000x comprobando que la estructura del hidrogel del
3% presenta un mayor tamafio de poro.
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Fiura 3. Imé{genes ogte‘nidas po Cryo-SM pa‘ra
hidrogeles al 2% (arriba) y al 3% (abajo).

Con respecto al analisis de degradacion, los resultados
obtenidos mostraron que aquellos hidrogeles con mayor
concentracion de proteina presentaban una liberacion
lenta y, por tanto, requerian de un mayor tiempo para
degradarse por completo.
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Figura 4. Perfiles de degradacion de los diferentes
hidrogeles en funcién del tiempo.

A continuacién, los distintos perfiles  fueron
modelizados mediante la ecuacion de Kosmeyer and
Pepper cuyos resultados se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de la constante cinética (k) y
mecanismo de degradacién (n) obtenidos para los
hidrogeles (1, 2 y 3%).

Sistemas k (min™) n

Hidrogel 1% 51.9 0.19
Hidrogel 2% 17.3 0.51
Hidrogel 3% 8.6 0.64
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El hidrogel al 1% tuvo una mayor constante cinética (k)
que el hidrogel al 3%, por lo que el hidrogel preparado
con menor concentracién de proteina presentd una
liberacién mas rapida, corroborando lo afirmado en la
Figura 4. Ademas, segun los valores de n definidos por
Korsmeyer et al. [8], los hidrogeles al 1% no tuvieron
un mecanismo de liberacion especifico, los hidrogeles al
2% presentaron liberacién por difusion y la degradacién
del sistema al 3% se debi6 principalmente a la
relajacion de las cadenas proteicas.

3.2 Fabricacién y caracterizaciéon de las piezas de
titanio.

La caracterizacion de las muestras de Ti comenz6 con la
obtencion del porcentaje de porosidad total promedio
relacionado con el porcentaje de densificacidn obtenido
por geometria (Tabla 3). A continuacion, se determind
el porcentaje de porosidad total, abierta y cerrada
promedio mediante el método de Arquimedes (Tabla 3).

Tabla 3. Porosidad total por geometria, Porosidad total,
abierta y cerrada por Arquimedes.

Muestra Ti 30 Ti60

% Porosidad total por 209449 632403
geometria T e

% Porosidad total por 39247 604501
Arquimedes - o

% Porosidad abierta 343+7,1 43,816,3

% Porosidad cerrada 4,7+25 16,6 + 6,3

Se puede observar en la Tabla 3 como la porosidad
total, obtenida por ambos métodos, es ligeramente
superior a la nominal debido a la microporosidad
inherente a la sinterizacién. Ahora bien, el aspecto mas
importante para este estudio es la presencia de
porosidad interconectada, Util para la posterior
infiltracion y liberacion del hidrogel.

Por otro lado, tras la preparacion metalografica de las
muestras, se obtuvieron micrografias Opticas de las
secciones transversales pulidas de las que podemos
destacar una porosidad homogénea en ambas muestras,
aunque la muestra Ti60 presenta un mayor porcentaje de
porosidad interconectada.

3.3 Infiltracién-degradacién de los hidrogeles en los
poros de las piezas Ti30 y Ti60.

Una vez caracterizados los hidrogeles se selecciono
aquel que presenta un 3 % de gelatina como el hidrogel
Optimo para ser infiltrado en el interior de los poros de
las piezas de titanio y posteriormente liberado actuando
asi como un sistema para liberacion controlada de
farmacos. En particular, su eleccion se debia a que
presentaba un mayor caracter solido y mayor tamafio de
poro.

Los resultados obtenidos en el proceso de infiltracion
nos informaron que la infiltracion era generalmente
mayor en la muestra Ti60 debido a la mayor presencia
de porosidad en Ti60 con respecto a Ti30. Ademas, en

Ti60 se alcanza un valor constante que puede deberse a
una saturacion de los poros.

Con respecto al proceso de degradacion, la liberacion
del sulfato de zinc es mas rapida en la muestra de Ti30
que en la muestra de Ti60. Con este resultado se puede
resaltar la porosidad interconectada presente en la
muestra Ti60. Al ser esta superior que en el caso del
Ti30 implica que la sustancia se encuentra en el interior
del titanio por lo que tarda mas en salir al medio.

4. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo, se ha logrado infiltrar y liberar
un hidrogel al 3 % de gelatina tipo A en piezas de
titanio con un 30 y 60 % de porosidad nominal. Esta
nueva linea de investigacion esta presentando buenos
resultados iniciales, aunque todavia se debe optimizar
tanto el proceso de infiltracién como de liberacion. Esto
se debe a que los resultados obtenidos en la infiltracion
no permiten conocer si se ha producido el 100 % de
saturacion del hidrogel en los poros mientras que el
proceso de liberacién tampoco corrobora la degradacion
completa del hidrogel y por tanto liberacion de toda la
sustancia que presenta en su interior.
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