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DESCRIPCION
RECUBRIMIENTO HIBRIDO BASADO EN UNA MEZCLA DE MATERIAL
COMPUESTO ADHESIVO, PARA APLICACION EN SUPERFICIES DE ELEMENTOS

IMPLANTABLES

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion pertenece al campo de la tecnologia de los adhesivos, de la

ingenieria tisular y la biomecénica.

El objeto técnico consiste en un material compuesto formado por una mezcla de un
adhesivo tipo epoxi y un determinado material sol-gel, que se aplica como recubrimiento
en elementos implantables de la industria biomédica, traumatolégica, ortopedia y
bucodental.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Cualquier cuerpo extrafio en el organismo favorece el desarrollo de infecciones y, por
consiguiente, un rechazo del mismo (Wood et al.,, 2015). Particularmente, este
fendmeno es frecuente en los implantes dentales, que se recubren por la saliva cuyas
glucoproteinas favorecen la colonizacibn por microorganismos (sobre todo,
estreptococos), los cuales proliferan en la cavidad oral (Siqueira, Custodio, & McDonald,
2012); (Subramani, Jung, Molenberg, & Hammerle, 2009).

De manera similar ocurre con las protesis en traumatologia (por ejemplo: en la
artroplastia total de rodilla ATR, o cadera ATC), cuyos materiales usados han sido a
base de aceros inoxidables, aleaciones de titanio, aleaciones de Cr-Co-Ni y otros
metales peligrosos para el ser humano (Keegan, Learmonth, & Case, 2007). En este
caso, el problema surge por falta de biocompatibidad demostrada a medio o largo plazo.
En estas piezas se busca un aumento de su vida util, facilitar su integracién en el hueso
mediante la incorporacion de un material cementado a las superficies implantables, que
sirva de barrera osteoinductiva real y proteja de infecciones. A pesar de conseguir un
alto indice de éxito en estas intervenciones aln existe un 19% de pacientes que
muestran disconformidades con las intervenciones a las que se han visto sometidas y

han provocado una revision (Bourne et al., 2010).
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La literatura ha descrito métodos de recubrimiento basado en la aplicacién de
nanoparticulas de Zirconio o Aluminio para mejorar la osteointegracion de los implantes
(Salou, Hoornaert, Louarn, & Layrolle, 2015), incluso con nanoparticulas
antimicrobianas de  Chlorhexidine—hexametaphosphate = (CHX-HMP). Dichas
nanoparticulas favorecen una buena fijacién biolégica en los implantes y favorecen el
efecto anti-bacteriano en el hueso (Wood et al., 2015). De hecho, la mayoria de las fallas
en este tipo de implantes es por una mala estabilidad de la pieza provocadas por una
pérdida 6sea que la hace desestabilizarse. Es posible encontrar referencias que usan
nanoparticulas de vidrio bioactivo mediante precursores de calcio usando técnicas Sol-
Gel (Firzok et al., 2019). Ademas, se han descrito procesos de tratamiento abrasivo
sobre las superficies metalicas de los implantes para hacerlas mas rugosas (1-2 pm) vy,
de este modo, mas osteointegrables pero, los resultados son discutibles y estos
abrasivos dejan particulas depositadas en los implantes que resultan comportarse como
contaminantes (Schupbach, Glauser, & Bauer, 2019).

Por otra parte, se han usado adhesivos para la mejora de las uniones roscadas tornillo-
implante y tornillo-pilar(interfase) (Bosqué, C.;Azevedo, A.D.; Arenas, V.A.; Avila-
Campos, 2019) (Suffo, Vilches-Pérez, & Salido-Peracaula, 2020). De manera que, por
un lado, se mejore el apriete roscado en la zona de los filetes de rosca donde pueden
quedar sin contacto y, en la parte superior donde asienta la cabeza del tornillo con el
pilar protésico, de esta forma el adhesivo actia como un retenedor de la unién roscada.
Por otro lado, se pretende evitar la entrada de bacterias que inducen patologias (Caldas
et al., 2019).

De manera similar a la literatura cientifica, a lo largo de la historia, se han ido registrando
productos adhesivos para uso medicinal a base de cianocrilatos [US2293969A],
[US2467927A], [US2768109A]; [US5684042]; [US3483870]; [US5580565];
[US4764377]; [US4892736]; [US4940579]; [US5,254,132]; [WO 01/32319 A2], con mas
0 menor plazo de polimerizacion y, formando compuestos junto a agentes terapéuticos
o antibi6ticos. También existen de la familia de los acrilicos y, finalmente las resinas
epoxis [W02019181721 (Al)]. En (Suffo et al., 2020) se establece una comparativa de
la capacidad de adhesidn que presentan algunos adhesivos comerciales de uso médico
en aplicaciones odontolégicas. En dicha referencia, se concluyé que el adhesivo
denominado LOCTITE M31CL presentaba las mejores prestaciones en términos de
resistencia a la adhesion en biomateriales usado en fabricacion aditiva (impresion 3D)
como ULTEM1010™. En [US6455064B1], se describe un método de aplicaciéon de un

mondémero adhesivo polimerizable sobre un medicamento biolégicamente activo que
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realiza la funcién de iniciador de la polimerizacién del adhesivo. El resultado es un
compuesto adhesivo que se aplica en heridas en sustitucion de suturas. Desde los afios
60, se usan cementos acrilicos y los basados en mezclas de polimetiimetacrilato
(PMMA) que polimerizan rapido y se aplican directamente sobre el propio implante.
Desafortunadamente, son habituales los procesos de retirada de hueso en aquellas
zonas donde se han implantado prétesis de estos materiales, principalmente,

provocados por fendbmenos de corrosion.

Se considera la superficie del implante a aquella que va a quedar en contacto directo
con los tejidos orales, bien los tejidos blandos (encia y conectivo), bien duros (hueso).
La biologia de ambos es totalmente distinta por lo que la parte del implante que ha de
entrar en contacto con ellos ha ido modificAndose para permitir una mayor inter-relacion
entre ellos. Asi pues, la superficie de los implantes se puede clasificar en lisa o tratada.
La lisa es aquella que no ha sufrido més procesado que el propio de la fabricacién desde
el torneado de la barra. Es casi plana, con tan sélo las rugosidades propias del paso de
la fresa y tiene una menor incidencia en la formacion ésea. Se recurre a ella para que
sea la que esté en contacto con los tejidos blandos, a fin de obtener una posible union
con ellos y una zona mas facil de limpiar. La tratada, por contra, es irregular y busca la
unién con el tejido 6seo. El patron obtenido va a depender de la forma en la que la
superficie lisa es modificada para llegar a él, pudiendo ser con métodos de adicion
(plasma, recubrimiento de material, anodizacion, ...), sustraccién (granallado, ataque
acido, laser, ...), oxidaciéon o mixtas (combinacién de varios). Los implantes obtenidos
mediante sinterizacion dan siempre una terminacién rugosa en su superficie y han de
ser repasados para alisarla. En el caso de recubrimientos estos suelen ser porosos, a
base de hidroxiapatita (HA), realizados por difusién y por pulverizacion de plasma
(Heimann, 2016). Entre otras tecnologias desarrolladas para modificar superficies y
recubrir implantes metdlicos destacan los tratamientos quimicos y electroquimicos,
como la deposicion por electroforesis (Balamurugan, Balossier, Michel, & Ferreira,
2009), las técnicas de pulverizacion térmica (Cafias et al., 2016) y el método sol-gel
(Sergi, Bellucci, & Cannillo, 2020). Desafortunadamente, algunas de estas tecnologias
muestran desventajas, tales como una débil unién entre implantes y recubrimientos,
modificacion de las propiedades del implante metélico o del recubrimiento y la presencia
de impurezas. Asi, por ejemplo, la referencia [RU2684617C1], describe un método para
aplicar un recubrimiento bioactivo en implantes de titanio, el recubrimiento es un
electrolito compuesto por acido ortofosforico, hidroxiapatita (HA, Cas(PO4)3(0OH)),

germanio y agua destilada.
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Por otra parte, la referencia (Jun et al.,, 2010) hace referencia a un material para
recubrimiento hibrido constituido por un xerogel de silicio y de quitosano para recubrir

superficies de implantes de titanio.

También, (Kim, Kim, Kim, & Youn, 2015) divulgan un método para obtener material a
base de un aerogel de silice con una resina epoxi, mientras que, (Guzel Kaya, Yilmaz,
& Deveci, 2018) describen la sintesis de un material a base de un xerogel de silice con

una resina epoxi.

Mas recientemente, (Palla-rubio et al., 2019) realizan un recubrimiento sol-gel sobre
implantes de titanio a base de silice-quitosano mediante un proceso de inmersion
(dipcoating). No obstante, para conseguir una disolucion homogénea se necesitan
pequefias cantidades de quitosano, ya que al aumentar la concentracion del biopolimero
la disolucion resulta demasiado viscosa y dificil de adherir.

Por ultimo, (Reyes-Peces et al., 2020), hacen referencia a un material para regeneracion
del hueso, constituido por un aerogel de TEOS, quitosano (quitosano al 4-20% p/p) y
glicidopropoximetiltrietoxisilano  (GPTMS), obtenido mediante sintesis sol-gel.
Adicionalmente, la referencia (Perez-Moreno et al., 2020) divulga la sintesis y el método
de un aerogel hibrido de silicio (TEOS) y quitosano al 8% para su uso en ingenieria

tisular.

La bibliografia consultada no reporta casos de obtencibn de un material para
recubrimiento hibrido constituido por una mezcla de un adhesivo a base de resina epoxi,
con un aerogel o un xerogel de TEOS y quitosano, como la que se describe en esta
invencién. Este material desempefia potencialmente un papel activo en la
biomineralizacion de HA, siendo capaz de inducir la nucleacién y crecimiento de la

misma sobre la superficie del material.

Los biomateriales y biocomposites hibridos adhesivos resultado del procesado descrito
en esta Memoria evitan los principales problemas que surgen con los implantes basados
en materiales metalicos como el acero inoxidable, aleaciones de titanio o de cromo —
cobalto-Niquel, los cuales, no garantizan la formacién de hueso y provocan problemas

en la proximidad de la cirugia y, sobre todo, los fenbmenos de corrosion.

Las protesis actuales usadas en traumatologia y odontologia, en general, no estan

disefiadas para recibir un recubrimiento como el descrito en esta memoria. A lo sumo,
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lo inico que usan es cemento 6seo como barrera protectora del material metéalico. Los
ensayos llevados a cabo en superficies metdlicas y no metdlicas disefiadas para probar

la efectividad del recubrimiento mostraron similares resultados.

La invencion demuestra la posibilidad de recubrir superficies metdlicas no bioactivas y
no biodegradables en elementos implantables con estas caracteristicas, pero con la

garantia de no sufrir desprendimientos.
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EXPLICACION DE LA INVENCION

La invencién desarrolla un método por el que se obtiene un biomaterial hibrido
compuesto por un aerogel/xerogel sintetizado a base de tetraetilortosilicato (TEOS) y
quitosano, con unién soélida mediado por un adhesivo epoxi. Demostramos la
bioactividad introduciendo las muestras en fluido biolégico simulado (SBF) vy

comprobando que tras 7 dias crece HA sobre su superficie. También se demuestra la
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biocompatibilidad de estos materiales usando cultivos de células primarias
osteoblasticas humanas, observando que tras 7 dias de cultivos in-vitro la presencia del
biomaterial estudiado no afecta negativamente a la proliferacion celular, ni tiene efecto
citotoxico sobre células osteoblasticas primarias humanas (COPH, son células
adquiridas en la empresa PROMOCELL como HOB®). Se consigue, por tanto, un
recubrimiento que cumple con los tres requisitos basicos para su aplicacion

biomecénica, estos son: biocompatible, bioactivo y, biodegradable.

Asi mismo, el biomaterial hibrido adhesivo se puede aplicar a cualquier implante o

protesis metalica o no metalica de cadera, rodilla, hombro, etc.

El recubrimiento hibrido propuesto es el resultado de la mezcla de un material sol-gel
(aerogel o xerogel) y una resina comercial tipo epoxi grado médico, comienza con la

fabricacion del aerogel o xerogel.

Para la sintesis del material se ha seleccionado la técnica sol-gel, que es bastante
versatil ya que permite la obtencion de materiales hibridos combinando compuestos
organicos e inorganicos hasta conseguir las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas
deseadas. En este caso, los componentes del material seran tetraetilortosilicato (TEOS)
y quitosano. El TEOS, mediante la catalisis acida del acido clorhidrico (HCI), reaccionara
y formara una red de silice. Se sabe que la silice es un material bioactivo, es decir, que
si se introduce en fluido biolégico simulado es capaz de crecer hidroxiapatita (HA) sobre
su superficie (Gotz, Tobiasch, Witzleben, & Schulze, 2019). La HA es el componente
mineral del hueso, por lo que, si al simular las condiciones fisiolégicas del cuerpo
humano es capaz de crecer sobre el material, también crecera una vez introducido en
el cuerpo. Por otra parte, el quitosano es un biopolimero que se encuentra en el
caparazén de los crustaceos. Este compuesto es biocompatible, biodegradable y
favorece la adhesion celular (Preethi Soundarya, Haritha Menon, Viji Chandran, &
Selvamurugan, 2018) (Turnbull et al., 2018).

El adhesivo usado se trata de un epoxi grado médico denominado LOCTITE® M31 CL™
del fabricante HENKEL IBERICA, S.A. Fue seleccionado de entre 5 productos a partir
de los resultados obtenidos del ensayo de adhesion llevado a cabo en la ya citada
referencia (Suffo et al., 2020). Se trata de un adhesivo bicomponente basado en una
resina y un endurecedor (ratio 2:1, resina:endurecedor), cuya mezcla resulta de color

casi transparente, de viscosidad baja y una gravedad especifica de 1,07 kg/cm? a 25°C.



10

15

20

25

ES2935742B2

La sintesis de los aerogeles aparece descrita en (Reyes-Peces et al., 2020). Para los
xerogeles se usa el mismo procedimiento, tan solo difiere en el secado, que en el
primero se realiza con CO; supercritico, y en el segundo, se dejar evaporar el etanol a
50°C. Segun este trabajo, las muestras sintetizadas tienen una composicién de
guitosano que oscila entre el (4-20%) en peso respecto a la silice y todas ellas han

demostrado ser bioactivas y no producir citotoxidad.

Una vez obtenido el material sol-gel, se procede a la molturacion manual en mortero de
agata. A continuacion, se procede a mezclar de forma manual el aerogel/xerogel con el
adhesivo epoxi biocompatible hasta obtener un material hibrido con textura homogénea.
Para comprobar si el adhesivo afecta a las propiedades de los aerogeles y xerogeles,
se ha seleccionado una de las composiciones descritas en la referencia dada
anteriormente, en este caso, 4% de quitosano, para realizar los distintos ensayos. Los
resultados obtenidos se podran extrapolar al resto de las composiciones al ser todas
ellas bioactivas y no citotoxicas. La mezcla con el adhesivo se realiz6 siguiendo unas
proporciones diferentes para aerogel y xerogel, debido a que tienen distintas densidades
y superficies especificas, como aparece en la Tabla 1, lo que afecta a su
comportamiento. Para simplificar la nomenclatura, se seguira el siguiente cédigo: AR y
XmR, donde A hace referencia a aerogel y X a xerogel, siendo n y m la proporcién en
peso aerogel: resina y xerogel resina, respectivamente. Las proporciones preparadas
aparecen en la Tabla 2. Estas mezclas curan en 90 minutos a 50°C y han soportado el

proceso de esterilizacién en autoclave sin deformacion ni cambios de fase.

Tabla 1. Resultados de densidad y superficies especifica

_ _ Superficie
Material Densidad (g cm™) -
especifica (m? g™%)
Aerogel 0.29+0.01 1042+5
Xerogel 1.12+0.04 541+2

Tabla 2. Proporciones usadas para el material hibrido

Proporcion (g)
material : Cadigo
adhesivo
0.12:1 Ao.12R
Aerogel 0.25:1 Ao.2sR
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0.40:1 Ao.40R
0.20:1 Xo.20R
Xerogel 0.75:1 Xo.75R
0.85:1 Xo.ssR

Una vez preparadas los distintos materiales hibridos que aparecen en la Tabla 2, se
aplica a modo de recubrimiento, por inmersion o espatula, sobre distintos soportes y se
deja secar a temperatura ambiente. Los materiales soporte sobre los que se aplican se
indican en la Tabla 3. Posteriormente las muestras se sumergen en SBF, que ha sido
sintetizado siguiendo la receta de (Kokubo & Takadama, 2006). Tras 7 dias de inmersién
se extraen del SBF, se lavan y se dejan secar a 50°C. La Figura 1 muestra las imagenes
correspondientes obtenidas por microscopia electrénica de barrido, donde se observa
crecimiento de HA sobre su superficie, excepto en el material hibrido A¢.12R. Por lo que
se puede afirmar que el material hibrido a base de aerogel es bioactivo entre las
proporciones 0.25:1, y 0.40:1 y el material hibrido a base de xerogel es bioactivo en

todas las proporciones usadas (0.20:1y 0.85:1).

Tabla 3. Datos de materiales y fabricantes usados en el ensayo de viabilidad celular.

Material Fabricante
PEEK Zirconzhan
PEEK ENSINGER
PEI (ULTEM1010) STRATASYS

PLA-Carbocal (50:50)

Composite fabricacion propia

Titanio grado 5

Biomed

Por dltimo, se realizan cultivos celulares con COPH en presencia de los distintos

biomateriales para conocer si el material afecta a la viabilidad celular.

Para dicho estudio de viabilidad celular, COPH se cultivaron en medios osteogénicos y
se realizaron ensayos de viabilidad/citotoxicidad a 7 dias. En este ensayo, denominado
LIVE/DEAD, las células muertas se marcan con EthD-1 y las vivas con Calceina AM.
Como control negativo, antes del proceso de marcaje, se incubaron cultivos de COPH
con metanol al 70% durante 30 minutos. Como control positivo se usaron cultivos de

COPH sin ningun tratamiento.
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En primer lugar, se eliminé el medio de cultivo, posteriormente se lavaron con PBS y
finalmente se afadio la solucidon de marcaje. Después de una incubacion de 30 minutos

a temperatura ambiente, se observaron bajo microscopia de fluorescencia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Resultados obtenidos en el ensayo de bioactividad tras una semana en SBF
para los recubrimientos con 4% de quitosano. (a)y (b) X0.25R, (c) y (d) X0.75R, e) y f)
X0.85R, g) y h) A0.12R, i) y j) A0.25R, k) y I) AO.40R.

Figura 2. Resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Se sintetiza el material a partir de una solucién de quitosano al 2% en peso en acido
acético 0.5M a la que se afiade GPTMS en una relacion molar GPTMS/quitosano 2:1y
una solucion de TEOS hidrolizado bajo el efecto catalizador de ultrasonidos de alta
potencia con acido clorhidrico 0.1M. Posteriormente, se mezclan ambas disoluciones
hasta obtener un 4% en peso de quitosano respecto a la silice. Esta mezcla se deja
agitar 30 minutos y después se vierte en botes cilindricos de plastico y se dejan en estufa
durante 10 dias a 50°C donde gelificaran. Tras este tiempo, las muestras se introducen
en etanol. Después tiene lugar el secado. En este caso, se seca con CO; en condiciones
supercriticas. De esta forma se obtiene un aerogel con 4% de quitosano respecto a la
silice y una relacion molar GPTMS: quitosano 2:1.

Este material se moltura manualmente hasta obtener un polvo y se mezcla con el
adhesivo en una relacion en peso aerogel: adhesivo de 0.25:1. Una vez obtenida una
mezcla homogénea se aplica sobre la superficie de una muestra de titanio y se deja
secar durante 24h. Posteriormente, se introduce en SBF y se observa que crece tras 7
dias inmersas aparece HA sobre su superficie, tal y como se observa por microscopia
electrénica de barrido (ver Figura 1 j) k) ), lo que demuestra que el material Ao2sR es

bioactivo.

Por ultimo, para analizar si las diferentes muestras metéalicos y no metalicos recubiertas
con el material afectan a la viabilidad de las células, se realizan cultivos celulares con

COPH en presencia de los distintos biomateriales.
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Para dicho estudio de viabilidad celular, COPH se cultivaron en medios osteogénicos y
se realizaron ensayos de viabilidad/citotoxicidad a 7 dias. En este ensayo, denominado
LIVE/DEAD, las células muertas se marcan con EthD-1 y las vivas con Calceina AM.
Como control negativo, antes del proceso de marcaje, se incubaron cultivos de COPH
con metanol al 70% durante 30 minutos. Como control positivo se usaron cultivos de

COPH sin ningun tratamiento.

En primer lugar, se elimin6 el medio de cultivo, posteriormente se lavaron con PBS y
finalmente se afadio la solucion de marcaje. Después de una incubacion de 30 minutos

a temperatura ambiente, se observaron bajo microscopia de fluorescencia.

Para el analisis de la intensidad de las distintas fluorescencias se uso6 el software
ImageJ, realizandose para su representacion la relaciéon entre ambos marcadores
(Figura 2).

Segun los resultados obtenidos y presentados en la Figura 2, se demuestra que los
distintos materiales metéalicos y no metalicos recubiertos con el material no afectan a la
viabilidad celular de las COPH, observandose una clara diferencia entre los distintos
materiales estudiados frente al control negativo. Recordar que este control negativo son
COPH tratadas con un citotoxico conocido como el Metanol al 70% durante 30 minutos.
Mientras que se obtienen resultados similares entre el control positivo y los COPH
tratados con los distintos materiales. En detalle, podemos observar que el material
ULTEM tiene un interesante efecto positivo en la viabilidad celular de las COPH cuando
comparamos este tratamiento con los controles positivos, aunque hay que indicar que
este efecto debe de ser estudiado en mas profundidad en futuros ensayos funcionales.
Los demas materiales (PEEK Z, PEEK E, PLA-CB y Ti) tienen una compatibilidad celular
similar a las COPH en un estado de crecimiento normal (control positivo), y por lo tanto,
en estos ensayos podemos descartar que dichos materiales tengan algin efecto
citotoxico en células osteoblasticas humanas, como si observamos en el control

negativo (Metanol al 70%).

Modo en el que lainvencidn es susceptible de aplicacién industrial

Los recubrimientos 6seos disponibles actualmente, se dispensan independientemente

a las protesis. Los adhesivos epoxi grado médico comercialmente accesible como el
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LOCTITE M31CL se dispensan mediante botes de doble canaladura para aplicar con
pistola. La aplicacién origen de la presente invencion en el sector biomédico debe
dispensarse junto a la propia protesis, con la dosis adecuada de recubrimiento, o bien,
por separado en sobres plastificados y esterilizados, listos para aplicar directamente
sobre una superficie implantable o como relleno éseo para aplicarlo sobre la zona

admitiendo unas gotas de suero sanguineo con caracter previo a la aplicacion.
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REIVINDICACIONES

Material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel caracterizado por que se
compone de un material sol-gel (aerogel o xerogel), constituido por
tetraetilortosilicato (TEOS) y quitosano (4-20% en peso), con union solida

mediada por un adhesivo epoxi comercial grado médico.

Material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun reivindicacion 1,

caracterizado por que la proporcion aerogel: adhesivo epoxi = 0.25:1 y < 0.40:1

(p/p).

Material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun reivindicacion 1,

caracterizado por que la proporcion xerogel: adhesivo epoxi = 0.20:1 y < 0.85:1

(p/p).

Uso del material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun

reivindicaciones 1 a 3, para su aplicacién en ingenieria tisular y biomecanica.
Uso del material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun
reivindicaciones 1 a 3, para su aplicacibn en superficies de elementos

implantables.

Uso del material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun

reivindicaciones 1 a 3, para su aplicacion en prétesis metalicas.

Uso del material para recubrimiento hibrido adhesivo/sol-gel, segun

reivindicaciones 1 a 3, para su aplicacion en prétesis no metalicas.
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5.00

Figura 1.
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Control Control PEEK Z PEEK E PLA-CB ULTEM

Negativo Positivo

Figura 2.
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