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Resumen

La hidroxiapatita es un material que tiene gran importancia en el campo de los
biomateriales por su similitud con la fase mineral del hueso. Su uso como sustituto éseo
esta muy establecido. A pesar del éxito de estos materiales hay propiedades que todavia
hoy se desconocen. Este es el caso por ejemplo de la carga superficial de estos
materiales. Aunque hay numerosos estudios que miden la carga en coloides, no existen
estudios donde se mida la carga sobre superficies macroscépicas de hidroxiapatita. El
objetivo pues del proyecto es medir la carga superficial de una seria de sustratos de HA
con diferentes microestructuras y porosidades para determinar el efecto de estas
caracteristicas. Para ello se hara uso de una ecuacion recientemente desarrollada que
permite distinguir la carga externa del material (potencial zeta externo) de la carga en el
interior de los poros (potencial zeta interno).

El material de partida son diferentes cementos de hidroxiapatita. Estos cementos se
diferencian por su proporcion de fase liquida, con respecto a su fase solida por la
granulometria del polvo de la fase soélida y las condiciones de fraguado del material.

Se analizé la composicion de los cementos por difraccién de rayos X, su microestructura
se observé con el microscopio electronico de barrido y la porosidad se determiné por
porosimetria de mercurio con la finalidad de relacionar estas caracteristicas con los valores
de potencial zeta interno y externo de las muestras.

Los resultados mostraron diferentes comportamientos en los potenciales zeta interno y
externo segun el tipo de muestra.

Se ha visto que tanto la microestructura como la porosidad de los materiales tienen un
efecto muy importante en la carga superficial del material. Las morfologias nanométricas
presentan potencial zeta externo negativo y potencial zeta interno positivo. Al contrario, las
microestructuras con cristales sub-micrométricos tienen potenciales zeta interno y externo
negativos. La carga interna de estos Ultimos cementos tiene tendencia a ser menos
negativo con la aumentacion del tamafio de sus poros.
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1 Introduccion

La hidroxiapatita es uno de los principales constituyentes de los huesos. Este fosfato de
calcio lleva estudidndose en forma de cemento hace més de treinta afios como biomaterial
por su biocompatibilidad, ostoconductividad y bioactividad.[1][2] Se puede obtener por
hidrolisis del fostato tricacico alfa. La mezcla entre este compuesto en forma de polvo y un
accelerante liquido produce una pasta inyectable que endurece con el tiempo formando un
cemento de hidroxiapatita deficiente de calcio, poroso y con baja resistencia mecanica. En
funcion de la proporcién de volumen de accelerante con respecto al peso de polvo y la
granulometria de este polvo, la precipitacion del cemento se caracteriza por el crecimiento
de una red de cristales entremezclados de morfologias diferentes con mas o menos
porosidad.

Para que pueda tener aplicacion médica, el cemento debe ser aceptado por el cuerpo sin
provocar ninguna reaccion adversa y debe facilitar una rapida recuperacion. La superficie
del material en contacto con tejido 6seo, desempefia un papel central en la interaccion
entre estas dos fases. Es pues muy importante entender y controlar esta interaccion lo que
implica el analisis detallado de esta superficie. La rugosidad, porosidad, la quimica, la
arquitectura y la carga superficial son algunos de los pardmetros que hay que conocer
para controlar la reaccion del material con el organismo.

De entre estas caracteristicas la carga superficial es una medida critica ya que esta
involucrada en uno de los primeros eventos que ocurre al implantar un material: la
adsorcion de proteinas. La carga superficial controla la atraccion o repulsion electrostatica
dictando qué proteinas se adsorberan. El andlisis de la carga superficial se conoce por el
andlisis del potencial zeta. Esta magnitud es una propiedad de superficie que aparece en la
interfaz al sumergir un solido en un fluido. Aunque el potencial zeta es una medida
rutinaria en coloides, hace relativamente pocos afios que se comercializaron aparatos para
la medida en muestras macroscopica. Ademas hace solo cuatro afios que se desarrollaron
la metodologia y las ecuaciones para poder medir las superficies de materiales porosos.

Objetivos del proyecto

El principal objetivo de este proyecto, es poner a punto la preparacion de muestras y medir
la carga superficial de sustratos de hidroxiapatita con diferentes microestructuras y
porosidades para determinar la influencia de estas caracteristicas en la medida.

Para ello se prepararan cementos con diferentes relaciones liquido polvo para generar
diferentes porosidades y también se usaran diferentes granulometrias de polvo asi como
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diferentes tipos de fraguado para alterar la microestructura del material. Este proyecto
también incluye la caracterizacion de los cementos de hidroxiapatita con otras técnicas
para determinar la microestructura de la superficie y su porosidad mediante observaciones
al microscopio electrénico de barrido y porosimetria de mercurio, y también el andlisis de
su composicioén por difraccion de rayos X.
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2

2.1

Estado del arte

Hueso humano

2.1.1 Funciones del hueso en el organismo

Los huesos desarrollan varios papeles en el organismo: soporte, proteccion, locomocion,
metabolismo mineral, produccion de células sanguineas y reserva de grasas.

El mas evidente de ellos es su papel de soporte. Forman un cuadro rigido sobre el
cual se fijan los musculos, ligamentos y tendones del cuerpo.

Protegen 6rganos de traumas externos fisicos a los que esta sometido el organismo
a diario. En particular, el craneo protege el cerebro, las costillas y esternén de la
caja toracica a los pulmones y el corazén y las vértebras rodean a la médula
espinal.

El movimiento est4 creado por la contraccién sincronizada de los musculos y
tendones que se insertan en los huesos. Sin los huesos que actlan de forma pasiva
haciendo de estructura, no es posible el desplazamiento del cuerpo.

Los tejidos Oseos son responsables de la homeostasis mineral del organismo.
Almacenan minerales, especialmente calcio y fdsforo, necesarios para varias
funciones como la contraccion muscular. Controlan las concentraciones de estos
minerales liberandolos cuando es necesario en la sangre.

Las células sanguineas se producen en la médula 6sea roja situada en el interior de
ciertos huesos. Esta accion llamada hematopoyesis es responsable de la formacion
de varias células esenciales de la sangre: los glébulos rojos, los glébulos blancos y
las plaquetas sanguineas.

Como dltima funcion, los huesos sirven también de reserva de energia. Es en la
médula 6sea amarilla que consiste principalmente en adipocitos (células
especializadas en almacenar grasas) donde se almacena la energia en forma de
grasa. [3]
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2.1.2 Composicién del hueso

La composicion en volumen de los huesos se caracteriza por 43% de material inorganica,
32% de material organica y el 25% restante de agua.

Relativo a su parte inorganica, los huesos del cuerpo contienen la mayor parte del calcio,
del fosforo, del sodio y del magnesio del organismo. Estos iones estan asociados formando
cristales con estructura idéntica a la hidroxiapatita y se disponen de manera muy especifica
entre la fase organica que estad formada mayoritariamente por fibras de colageno. Esta
asociacion de la fase inorganica con la fase organica confiere al hueso propiedades
excepcionales: rigidez por parte del mineral y elasticidad por parte del colageno.

El hueso ademas contiene cuatro tipos de células que son indispensables en el proceso de
remodelacién dsea: las células osteoprogenitoras, los osteoblastos, los osteocitos y los
osteoclastos.

Las células osteoprogenitoras son células no especializadas derivadas del mesénquima, el
tejido del que derivan todos los tejidos conectivos. A partir de ellas se generan los
osteoblastos y osteocitos.

Los osteoblastos son células que forman el tejido 6seo pero que han perdido la capacidad
de dividirse por mitosis. Segregan colageno y otros materiales utilizados para la
construccion del hueso. Estan presentes en zonas donde se requiere nueva formacién de
hueso, por ejemplo en casos de fracturas. Se convierten en osteocitos cuando quedan
embebidos en la matriz 6sea.

Los osteocitos constituyen la mayor parte del tejido 6seo y como los osteoblastos no
pueden dividirse. Su funcion es mantener las actividades celulares del tejido 6seo como el
intercambio de nutrientes y productos de desecho.

Por fin, los osteoclastos derivan de monocitos circulantes que se asientan sobre la
superficie del hueso y proceden a la destruccion de la matriz 6sea, fendbmeno de resorcion
Osea.

2.1.3 Estructura del hueso

2.1.3.1 Diferentes formas de hueso del cuerpo humano

Segun sea la forma y funcion, se distingue cinco tipos de huesos con estructura diferente
en el cuerpo humano.
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Los huesos largos se encuentran en los miembros superiores e inferiores (brazo,
antebrazo, muslo y piernas). Se distingue varias partes en estos huesos. La diéfisis
es la parte alargada del hueso mientras que las epifisis son sus extremos. Entre las
dos se encuentra la metéfisis. En el hueso adulto esta parte es ésea, siendo
cartilaginosa en la fase del desarrollo del mismo. Estas partes estan rodeadas por
una membrana llamada el periostio o el cartilago articular en el caso de las epifisis.
El cartilago articular es una fina capa de cartilago hialino que recubre la epifisis
donde el hueso se articula con otro hueso. El cartilago reduce la friccién, absorbe
choques y vibraciones.

El periostio estd compuesto de dos capas. Una capa exterior formada por un tejido
conjuntivo denso e irregular que contiene los vasos sanguineos, vasos linfaticos y
nervios que pasan al hueso. Y una capa llamada osteogénica que contiene células
Oseas de varios tipos, fibras elasticas y vasos sanguineos. El periostio es el punto
de insercién de ligamentos y tendones ademas de ser esencial en el crecimiento
0seo, su reparacion y su nutricion. La cavidad medular es el espacio cilindrico en la
diafisis que contiene la médula 6sea. Esta tapizada por el endostio, una membrana
gue contiene las células osteoprogenitoras.

Los huesos alargados tienen conformacion similar a los huesos largos pero sin
cavidad medular (costillas).

Los huesos cortos tienen forma de cubo. El tejido 6seo se dispone de manera
similar al de la epifisis de los huesos largos. Su principal funcién es amortiguar los
choques (huesos de las mufiecas).

Los huesos planos son de forma larga y ancha. La funciéon es proteger a los
6rganos que cubren (oméplato de la espalda, huesos del crAneo huesos de la
pelvis).

Los huesos irregulares son de forma variada. Poseen distintas funciones segun sea
la parte del esqueleto en que se sitian (huesos de la cara, las vértebras y los
huesos del oido).

2.1.3.2 Hueso compacto y esponjoso

El hueso es un material poroso que se clasifican en funcién del tamafio de sus espacios
internos en hueso compacto y esponjoso. Como se puede ver en la Figura 1, el tejido
compacto constituye la mayor parte de la diafisis de los huesos largos asi como de la parte
externa de todos los huesos del cuerpo. El hueso esponjoso es el principal constituyente de
las epifisis de los huesos largos y del interior de la mayor parte de los huesos. [4]
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Figura 1: Reparticion del hueso esponjoso y compacto en diferentes tipos de hueso del cuerpo humano. [5]

El hueso compacto constituye una proteccion y un soporte. Tiene una estructura de laminas
o anillos concéntricos alrededor de canales centrales llamados canales de Havers que se
extienden longitudinalmente (Figura 2). Estas unidades estructurales se llaman osteonas.
Los canales de Havers estan conectados con otros canales llamados canales de Volkmann
que perforan el periostio. Ambos canales son utilizados por los vasos sanguineos, linfaticos
y nervios para extenderse por el hueso. Entre las laminas concéntricas de matriz
mineralizada hay pequefios orificios 0 lacunae donde se encuentran los osteocitos. Para
que estas células puedan intercambiar nutrientes con el liquido intersticial, cada lacuna
dispone de una serie de canaliculos por donde se extienden prolongaciones de los
osteocitos. Los canaliculos estan conectados entre si y, eventualmente a los canales de
Havers. [3]

A diferencia del hueso compacto, el hueso esponjoso no contiene osteonas, sino que las
laminas intersticiales estan dispuestas de forma irregular formando unos tabiques o placas
llamadas trabéculas (Figura 2). Estos tabiques forman una estructura esponjosa dejando
huecos que estan llenos de la médula 6sea roja. Dentro de las trabéculas estan los
osteocitos que yacen en sus lacunae con canaliculos que irradian desde las mismas. En
este caso, los vasos sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso y permiten
el intercambio de nutrientes con los osteocitos. [3]
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Figura 2: Estructura del hueso.[6]

A una escala mas pequenia, las sales minerales tienen su propio organizacion dentro del
hueso. Asi, la hidroxiapatita se encuentra en forma de pequefios cristales en forma de
placas de 40x25x3 nm ordenados sobre fibras de colageno. [7]

2.1.4 Regeneracion 6sea

La reparacion de lesiones 6seas resulta en tejido 6seo idéntico que no se puede distinguir
del tejido original, lo que se conoce como regeneracion ésea.

La reparacion de fracturas Oseas ocurre mediante el mecanismo de osificacion
endocondral. En la osificacion endocondral, la formacion del hueso ocurre en dos pasos: la
diferenciacion de células mesenquimales primitivas en condroblastos que depositan una
matriz colagena que se osifica mediante la actividad de los osteoblastos. Los condroblastos
son precursores del cartilago que se originan directamente de las células
mesenquimatosas. Tienen capacidad de dividirse y de sintetizar sustancia fundamental
(amorfa y fibrosa) del cartilago. Las cinco etapas de la regeneracion ésea son:

e La lesion del tejido blando local y el periostio resulta en la formacion de hematoma.
Lo que supone una alteracion del suministro sanguineo.

e Este desorden en el suministro sanguineo impide que lleguen a los osteocitos los
nutrientes provocando su muerte. Esta muerte celular resulta en necrosis local del
hueso alrededor de la fractura.
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Esta necrosis local inicia un reclutamiento de los macréfagos y fibroblastos para
limpiar la zona del tejido muerto y la formacién de una matriz extracelular,
respectivamente. Ademas, se reclutan células troncales mesenquimales de la
médula G6sea y el periostio que a su vez proliferan y diferencian en células
osteogénicas. Esta etapa es la fase de inflamacién, representada en la Figura 3.

Vascularization

1 - A .
» _ Diferenciacion
.

REPARACION

4 semanas

INFLAMACION

Figura 3: Fases de la regeneracion 6sea. [8]

Esto provoca el aumento en espesor del periostio y la producciéon de los collares
externos del callo de fractura. Las células osteoprogenitoras cerca del hueso no
dafiado tienen un suministro alto de oxigeno y se diferencian en osteoblastos que
inducen la formacién de hueso. Los osteoprogenitoras que no tienen un suministro
de oxigeno adecuado, se diferencian en condroblastos formando cartilago.
Simultdneamente, se induce la angiogénesis. Una vez formado el cartilago y
estabilizada la fractura, los osteoclastos y células osteoprogenitoras invaden el callo
cartilagenoso después de la formacion capilar. Asi, el cartilago se reemplaza por
tejido 0seo trabecular neoformado mediante osificacion endocondral.

El hueso trabecular neoformado se remodela en hueso lamelar y el proceso se
completa con la formacion de médula 6sea normal rellenando los espacios del
hueso esponjoso. La reparacion de hueso compacto ocurre mediante el relleno de
los espacios entre las trabéculas con capas sucesivas de hueso desarrollando
nuevos canales haversianos. [9]
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2.2 Biomateriales

2.2.1 Descripcion de un biomaterial

2.2.1.1 Definicién de un biomaterial

Un biomaterial, es un material no vivo, de naturaleza metalica, ceramica, polimérica o un
compuesto, creado para ser usado en contacto con sistemas biolégicos con la intencién de
evaluar, tratar, restablecer, mejorar o reemplazar tejidos, érganos o funciones del cuerpo.
[10]

Una propiedad fundamental de los biomateriales es la biocompatibilidad. Un material
biocompatible, debe ser capaz de cumplir su funcién sin inducir efectos citotoxicos,
genotdxicos o respuesta inmune.

Una teoria general de los biomateriales expresada en 1982, los caracteriza con tres leyes:
deben actuar como el tejido natural, deben presentar un interfaz equivalente al tejido
natural y deben responder a estimulos fisicos de la misma manera que el tejido
reemplazado. [11] En torno a estas leyes, se distinguen tres generaciones de biomateriales
caracterizados por objetivos diferentes.

La primera generacion de biomateriales, desarrollada desde 1950 buscaba utilizar
materiales lo mas inertes posibles para provocar una respuesta minima del organismo. La
meta de estos materiales era de presentar propiedades funcionales similares a las del
tejido de origen sin provocar respuesta nociva del cuerpo. La mayoria de los materiales que
surgieron no fueron desarrollados al principio para un uso médico aun asi resultaron de ser
biocompatible y bioinerte. Esta generacion abarca elastbmeros como la silicona, ceramicos
como la circona y alimina y el carbdn pirolitico.

Los materiales de la segunda generacion fueron desarrollados para provocar una reaccion
contralada con los tejidos circundantes con el objetivo de mejorar la fijacion del biomaterial
con el tejido 6seo. Forman parte de este grupo materiales bioactivos como ciertas
formulaciones vidrios y cerdmicas como la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico.

Esta generacion incluye también biomateriales biodegradables/bioreabsorbibles. Estos
materiales son capaces de desaparecer de manera natural en el cuerpo sin que esta
degradacion produzca elementos nocivos.

Finalmente, surgen los biomateriales de tercera generacién donde el objetivo es estimular
la regeneracion de tejido. Son biomateriales combinados con células heredados de los
ultimos progresos en ingeniera de los tejidos y medicina regenerativa. Un biomaterial de
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tercera generacion tipico seria un implante poroso y biodegradable con células
desarrolladas in vitro en su superficie que una vez en el organismo va evolucionar en un
organo funcional. [12] [13]

2.2.1.2 Caracteristicas de la superficie de un biomaterial

La superficie de un biomaterial es un aspecto extremadamente esencial ya que representa
la interfaz entre el material y el organismo. Esta primera capa del material tiene su propia
reactividad, diferente de la del interior del material. Aunque la superficie representa una
muy pequefia proporcion del material entero, conocer y estudiar sus propiedades es
esencial para poder predecir su reactividad con el entorno biolégico. Su estudio necesita
equipamientos adaptados para poder prever la interaccion que va desarrollar con el
organismo.

El gran efecto que tiene una “superficie” se pone de manifiesto a los pocos segundos de
implantar un biomaterial. Se sabe bien que en cuestion de segundos la superficie del
biomaterial queda adsorbida por un sinfin de proteinas que se encuentran en la sangre y
que solo a continuacion tiene lugar la adhesion de células al material. La adhesién celular
esta estrechamente vinculada al tipo de proteinas que se hayan adsorbido previamente.
Asi, sobre una superficie polar se adsorben preferencialmente proteinas polares, sobre
superficies hidrofébicas proteinas de la misma naturaleza y sobre una superficie cargada
se adsorben proteinas con carga opuesta. La topografia de la superficie influencia el
tamafio del area superficial para la absorcion: mas esta rugosas mas gran es el area. La
composicion quimica de la superficie del sustrato dicta pues el tipo de uniones que van
formarse entre el material y las proteinas.

De la misma manera que la composicion del material favorece la adsorcién de ciertas
proteinas también es responsable de la repulsion de otras. Esto se ve muy claro cuando se
intentan adsorber proteinas con carga similar a la del material. Las fuerzas eléctricas de
repulsién que se crean impiden su fijacion. [14]

Ademés de esta afinidad estrictamente quimica, la topografia de la superficie también tiene
una gran influencia en la adsorcion de proteinas. Cuanto mas rugosa es una superficie,
mas elevada es su &rea superficial lo que resulta en una mayor densidad de proteinas
adsorbidas. Se ha visto también que la topografia del material tiene un efecto directo sobre
las células siendo posible alinearlas con solo modificando la rugosidad.
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2.2.2 Caracteristicas de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HA) es un mineral, formado por &omos de calcio, grupos fosfato e
hidroxilos que se combinan de acuerdo con la férmula Ca;o(PO4)s(HO),. La HA cristaliza en
el sistema hexagonal con valores de red a=b=9,432 A y c=6,88 A. Se puede describir su
red como una columna hexagonal de grupos PO, formando dos ttneles paralelos al eje ¢
de 3 A de didmetro. Estos tlneles desempefian un papel muy importante en las
propiedades de intercambio de iones de la hidroxiapatita y pueden también albergar
pequefias moléculas. [16]

Figura 4: Estructura de la hidroxiapatita. [16]

La estructura de la hidroxiapatita permite la sustitucion de Ca, PO,y OH por otros iones,
tales como fluoruro (F), cloruro (CI) y carbonatos (CO5”), dando como resultado cambios
en sus propiedades, morfologia, solubilidad, pero sin tener cambios significativos en su
simetria hexagonal. Las apatitas biol6gicas difieren de la hidroxiapatita pura en
estequiometria, composicion, cristalinidad, y algunas propiedades fisicas y mecanicas.
Generalmente, las apatitas bioldgicas son deficientes en calcio, presentando la sustitucion
de grupos fosfato por grupos carbonatos.

En la naturaleza las apatitas se pueden encontrar formando parte de las rocas
sedimentarias y metamorficas. La apatita biolégica en cambio esta presente en dientes y
huesos confiriéndoles su dureza y rigidez caracteristica. [17]

La hidroxiapatita, presenta varias caracteristicas entre las cuales destaca su
biocompatibilidad, estabilidad quimica, bioactividad y osteoconduccién ademas de no ser
toxica. Biocompatibilidad y falta de toxicidad son propiedades estrechamente ligadas al
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hecho que la HA es un material presente ya en el cuerpo por lo que no genera ningun tipo
de rechazo.

El término osteoconduccion se se utiliza para describir aquellos materiales que permiten la
colonizacion celular sobre su superficie facilitando la formacién de hueso. En el caso de
estructuras macroporosas la osteoconduccidn da lugar a que tejidos capilares y
perivasculares junto con las células osteoprogenitoras, se desplacen en los espacios
porosos e incorporan a la estructura porosa el nuevo hueso formado. El substrato
osteoconductor no es viable, sino que se trata de un andamio pasivo que quia el
crecimiento activo del hueso y de tejido fibrovascular. [18]

La porosida de la hidroxiapatita desensefia un importante papel en su bioactividad. Se
distinguen dos tipos de porosidad dentro de la HA relacionados con su capacidad a
interaccionar con el organismo: la microporosidad y la macroporosidad.

La microporosidad corresponde a los espacios que existen entre los cristales de los
ceramicos, los cuales corresponden a un tamafio entre 1-10 um de diametro. Estos
espacios no pueden ser colonizados por células, Unicamente se distribuyen dentro de ellos
los fluidos biolégicos.

La macroporosidad se traduce en la presencia de poros calibrados en el material, los
cuales resultan por la adicibn de un agente generador de poros durante el proceso.
Contrario a los microporos, presentan un didmetro que se extiende entre 100-600 um, lo
cual permite la colonizacion por las células de los intersticios del material. [15]

La solubilidad, tendencia a la reabsorcién y las propiedades mecanicas de la hidroxiapatita
dependen por parte de su microestructura, es decir, de la porosidad del material. Una
porosidad alta aumenta la solubilidad del material y con ello la actividad biologica. Sin
embargo, una porosidad alta deteriora las propiedades mecanicas. Tanto la resistencia a
tensibn como a compresion y a la fatiga dependen del volumen total de porosidad del
material.

Las propiedades precedentemente evocadas hacen de la hidroxiapatita un biomaterial muy
practico para usos médicos. Tiene la capacidad de desarrollar una fuerte unién con el tejido
0seo, razon por la que despiertan un gran interés con fines de utilizacion clinica en
implantes para la sustitucion y reparacion de este tejido. EI mecanismo de union deriva de
una secuencia de reacciones entre el material y el fisiologico, con formacion de una capa
de material nuevo. Los estudios in vitro e in vivo han puesto de manifiesto que el material
bioactivo forma una capa de hidroxiapatita carbonatada en su superficie, al entrar en
contacto con suero fisiologico artificial, saliva humana parétida o al ser implantado,
uniéndose directamente a través de dicha capa al tejido 6seo. Se puede usar como
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reemplazo de partes pequefias de hueso, relleno de cavidades en odontologia,
recubrimiento de superficies de metales para implantes, refuerzo en materiales compuestos
y como liberador de medicamentos, entre otros. Como la hidroxiapatita sintética tiene baja
resistencia mecanica, no se puede usarla sola para remplazar huesos que soporten cargas.
Para una aplicacién determinada se requieren diferentes caracteristicas de la hidroxiapatita,
como pueden ser su capacidad de biodegradabilidad o bioactividad. [19] [20] [21]

Existe varios métodos para sintetizar hidroxiapatita: la precipitacion a baja temperatura, la
sinterizacion en estado sélido, la mecanosintesis. Cada de ellos forma un producto con
caracteristicas (pureza, bioactividad, estabilidad térmica,...) un pocas diferentes. [22] Se
usa una técnica de baja temperatura porque son las que forman estructuras mas similares
a la apatita biolégica no solo en términos de composicidn sino también de estructura
(cristales nanométricos).

2.2.3 Cementos de hidroxiapatita

Los cementos en general son materiales compuestos por una fase sélida (polvo) y otra
liquida que al ser mezcladas resultan en una masa plastica y moldeable que gradualmente
endurece y se hace mas resistente. Cuando se utiliza fostato tricalcico alfa como fase
sblida y agua como fase liquida se obtienen cementos de hidroxiapatita (Ec. 1). Este
material aflade a las ventajas de los fosfatos calcicos el hecho que es inyectable lo que
permite inyectar el material, por cirugia minimamente invasiva, rellenando por completo el
defecto 6seo.

3 « —Ca3(P0,); + H,0 — Cag(HP0,)(P0,)s(0H) (E6. 1)

Los cementos de hidroxiapatita se adaptan intimamente al defecto 6seo permitiendo la
fabricacion de formas y dimensiones dificiles de rellenar con cerdmicas convencionales y
pueden incluso utilizarse como portadores de sustancias fisiologicamente vy
farmacéuticamente activas. Ademas, el fraguado del cemento ofrece una fuerza mecanica
suficiente para permitir la recuperacion funcional del tejido. Otras ventajas son que
permiten la activacion de las funciones de los osteoblastos y osteoclastos favoreciendo la
sustitucion del material por tejido 6éseo nuevo. La excelente biocompatibilidad de estos
cementos permite su uso en un amplio rango de aplicaciones quirdrgicas (aunque siempre
para aplicaciones de baja solicitacion mecanica).

Las propiedades de los cementos O6seos de hidroxiapatita como son los tiempos de
fraguado, la resistencia a la compresion, la porosidad y la velocidad de reabsorcion in vivo
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se ven afectadas por varios factores entre los que destacan la relacion liquido/polvo, el
tamafio del polvo y el uso de acelerantes en la fase liquida. [23]

2.2.3.1 Evolucién microestructural y mecanica durante el fraguado

La microestructura del cemento se desarrolla de la manera siguiente durante el fraguado.
El cemento es una solucién conteniendo numerosas particulas de a-TCP que actian como
ndcleo de cristales. La superficie de los aglomerados de a-TCP en contacto con la fase
liquido lleva una reaccion de hidrolisis que implica su disolucion. Instantaneo, la a-TCP
reprecipita a la superficie de la particula formando cristales de hidroxiapatita (Figura 5).

| b
-~ a-TCP - Q-

Y TSk
4 N

| TIEMPO

N Cristales de hidroxiapatita

Figura 5: Mecanismo de fraguado de cemento de hidroxiapatita

Es esta disolucién progresiva de la a-TCP y la formacién simultanea de la red de cristales
de hidroxiapatita entremezclados que inicia y determina el endurecimiento del cemento. [24]
Este mecanismo de fraguado provoca la formacion de un material intrinsecamente muy
porosos lo que conlleva propiedades mecanicas pobres.

Los cementos de hidroxiapatita son materiales fragiles. Desde el punto de vista
biomecanico, su resistencia mecanica a la compresion es de alrededor de 40 MPa [23] y se
considera que la fuerza de tension es 5-20 veces menor que la fuerza de compresion [25].
Asi, estos cementos solo se pueden aplicar en zonas de carga mecanica baja o nula 'y en
combinacion con implantes metalicos. En la mayoria de las aplicaciones clinicas, se usan
en contacto directo con el hueso esponjoso por lo que la fuerza del cemento debe ser igual
a la maxima fuerza del hueso esponjoso que es 10 MPa. Por lo tanto, el requerimiento
principal de las propiedades mecanicas de estos cementos es una fuerza de compresion
superior o igual a 10 MPa.[9]
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Es posible mejorar estas propiedades mecanicas aumentando su densidad o afiadiendo
fibras reforzantes. Las propiedades mecdénicas se mejoran con el crecimiento de tejido
0seo y gracias a la formacion de coldgeno y apatita biol6gica.

2.2.3.2 El tiempo de fraguado

La gran ventaja de trabajar con cementos es que pueden ser inyectados en la cavidad ésea
sin necesidad de llevar a cabo una cirugia invasiva. Para ello es critico determinar los
tiempos de fraguado/endurecimiento del material ya que establecen el tiempo en qué el
material debe ser inyectado. Asi, sus tiempos de cohesién y endurecimiento debe ser
bastante cortos para limitar el tiempo de exposicion de la herida al aire y de esta manera
disminuir el riesgo de infecciones.

Desde el punto de vista clinico los tiempos de fraguado significan que la pasta de cemento
debe ser implantada antes del tiempo de fraguado inicial y que la incisién se puede suturar
después del tiempo de fraguado final. Entre estos dos tiempos, la manipulacién de la pasta
del cemento puede producir grietas en el cemento. Ademas, el contacto prematuro con un
medio acuoso puede provocar la desintegracién del cemento. Para ello, se ha introducido el
tiempo de cohesién que se define como el tiempo minimo necesario para obtener una
pasta de cemento estable en una solucion. Clinicamente, esto significa que la pasta del
cemento se implanta después del tiempo de cohesién pero antes del tiempo de fraguado
inicial como se puede ver en la Figura 6. [9]

Tiempo (min)

endurecerse
Intervalo de
Implantacién
(minimo 1 min)
el cemento puede

estar implantado
Implantacion impossible

2-7

0

Figura 6: Condiciones para el implantacién de un cemento en el organismo. (Adaptado de [1])

Es posible disminuir el tiempo de fraguado de un cemento cambiando varios parametros:
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¢ Reduciendo el tamafio de las particulas del precursor

¢ Reduciendo la relacion liquido-polvo

¢ Aumentando la temperatura

¢ Afadiendo de un nucleante de cristalizacion o de iones de calcio y/o fosfato

Al contrario, existe inhibidores del crecimiento de los cristales que pueden aumentar el
tiempo de fraguado.

2.3 Potencial zeta

El potencial Z es la medida de la carga superficial de un material. Cuando un material se
sumerge en una solucién, por ejemplo acuosa, se establecen una serie de reacciones que
acaban generando una carga neta en la superficie del material. La magnitud y signo de
esta carga es muy importante en el estudio de fendmenos superficiales. Las principales
reacciones que determinan la carga superficial de los materiales en la interfaz sélido-liquido
son:

¢ Reacciones acido-base entre los grupos funcionales de la superficie y la solucién
acuosa.

e La adsorcién de protones o grupos hidroxilo provenientes del agua.

Para entender el concepto de potencial Z es necesario introducir el modelo de la doble
capa eléctrica.

2.3.1 Modelo de la doble capa eléctrica

La teoria de la doble capa eléctrica se utiliza para visualizar la distribucion de iones sobre
la superficie de un material cargado. En el caso de una superficie cargada negativamente,
la doble capa se genera por atraccion de iones positivos, contra-iones, sobre su superficie
(Figura 6). En contacto directo con la superficie se forma una primera capa rigida e inmovil
de contra-iones que se denomina la capa de Stern. A continuacién, mas contra- iones son
atraidos por la superficie todavia negativa formando capa movil y difusa de contra-iones y
co- iones. La concentracion de los contra-iones disminuye gradualmente al alejarse de la
superficie del material hasta que se logra su equilibrio en el seno de la disolucion. Al mismo
tiempo, la concentracion de los co-iones aumenta gradualmente al alejarse de la superficie
hasta que se logra su equilibrio en el seno de la disolucion. La superficie negativa y su
atmésfera cargada positivamente producen un potencial eléctrico relativo a la solucién. Este
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tiene un valor maximo en la superficie y disminuye gradualmente con la distancia,
aproximandose a cero fuera de la capa difusa. [26]
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Figura 7: Modelo de la doble capa eléctrica

El potencial Z es el potencial eléctrico que se crea en el plano de cizalla entre la capa Stern
y la capa difusa. Este potencial puede ser medido de manera relativamente simple,
mientras que la carga real de la superficie y su potencial no pueden medirse.

El potencial zeta depende no solo de las caracteristicas del sélido sino también de la fase
liquida, en especial de su pH. Variando el pH de la solucién, es posible encontrar un punto
particular donde el potencial zeta es nulo. Este punto se llama punto isoeléctrico y es un
parametro importante tanto para aplicaciones bioldgicas como en numerosos procesos
tecnolégicos.

La medida del potencial zeta en colides representa una manera efectiva de controlar el
comportamiento del coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en
las fuerzas de repulsion entre los coloides. En el caso de biomateriales el potencial Z
permite predecir fendbmenos de adsorcion y estudiar la biocompatibilidad del material al
sumergirlo en una solucién acuosa con proteinas y macromoléculas.

Aunque la medida del potencial zeta en coloides estd muy establecida y es una medida
muy corriente en numerosos laboratorios, este no es el caso para superficies
macroscopicas. Hace relativamente pocos afios que existen los instrumentos para medir el
potencial zeta de superficies macroscoépicas. [9] [27]

El potencial zeta es tanto influido por caracteristicas del so6lido que de la fase liquida. Esta
afectando por la conductancia, porosidad del material y principalmente por el pH. Variando
el pH de la solucion, es posible encontrar un punto particular donde, por un pH preciso, el
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potencial zeta es nulo. Este punto se llama punto isoeléctrico y es un pardmetro importante
para aplicaciones biolégicas y procesos técnicos. Asi, el potencial zeta se revela util para
prever la biocompatibilidad de un material sumergiéndolo en una solucibn acuosa con
proteinas y macromoléculas. [28]

2.3.2 Determinacion del potencial zeta en superficies macroscoépicas

La Figura 8 muestra como se mide el potencial zeta de superficies macroscopicas.
Basicamente la medida consiste en hacer pasar un flujo sobre la superficie de dos
muestras separadas una distancia H de manera que provoque el desplazamiento de los
iones de la capa difusa respecto a los de la capa Stern. Esta separacion induce una
respuesta eléctrica que puede ser medida como voltaje o corriente.

(A
&)
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Figura 8: Esquema de la formacion del potencial de flujo y del corriente de flujo: equilibrio de las cargas al
interface sélido-liguido (a), el flujo provoca el movimiento de los contra-iones (b) y medida de potencial de
flujo con un corriente débil (c). [28]

Hermann von Helmholtz y Marjam von Smoluchowski fueron quienes derivaron las
ecuaciones que relacionan la medida de voltaje y corriente con el potencial zeta (Tabla
1).Las ecuaciones son ciertas siempre que las muestras sean densas (sin porosidad).
Desafortunadamente en muchos casos las muestras tienen una porosidad abierta que
debe contemplarse en la medida. El gran problema que plantea la mediciéon del potencial
zeta de muestras porosas es el hecho que parte del flujo que se fuerza entre las superficies
de las dos muestras puede también viajar por dentro de la muestra a través de la porosidad
generando una corriente parasita interna que se suma al corriente externo (superficie de la
muestra) falseando el resultado (Figura 9).
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Potencial Zeta
externo

Potencial Zeta
interno

Superficie del material

Figura 9: Representacion del potencial zeta interno y externo a la superficie de un material poroso.

En 2010, Andriry Yaroschuck y Thomas Luxbacher publicaron un trabajo [29] en el que
demostraron que es posible separar la contribucion de la corriente interna de la externa en
la medida del potencial zeta de muestras porosas. Ademas, demostraron que para
muestras porosas la contribucion de la corriente interna da lugar a un potencial zeta interno
gue puede ser muy diferente al potencial zeta externo (superficie del material). En el
trabajo publicado mostraron que para filtros de celulosa de diferente tamafio de poro se
obtenian potenciales diferentes. Este estudio pone de manifiesto la relevancia de la
porosidad en los materiales y demuestra que modificando el tamafio de poro permite
controlar el potencial zeta del material. Este aspecto puede ser muy relevante en el caso de
materiales porosos como lo son muchos biomateriales.

Para un material no poroso al contrario de las muestras porosas, existe Unicamente el
potencial zeta cerca de la superficie. Para materiales porosos, existe un flujo de fluido
externo pasando en la superficie de la muestra y un flujo interno pasando por los poros
abiertos del material, las ecuaciones tienen que estar modificadas en consecuencia. Se
obtiene el potencial de flujo en funcién de dos potenciales zeta: el potencial interno, dentro
de los poros, y el potencial externo, en el canal (Tabla 1).
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n viscosidad
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ls- corriente de flujo
Ap diferencia de
presion

A area del capilar
(W x H)

W anchura del
capilar

L longitud del capilar
H espesor del
capilar

Hp espesor de
penetracién del flujo
en las muestras

Y porosidad

Tabla 1: Ecuaciones de Helmholtz-Smoluchowski para materiales no-porosos y porosos (Adaptado de [31])

Para muestras porosas, medir el potencial de flujo para varias valores H, espesor del canal,

permite conocer a través de una regresion lineal el potencial zeta externo con el pendiente

de la recta y el potencial zeta interno, supone igual al potencial zeta para un canal con un

espesor nulo, con la interseccion.
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3 Materiales y métodos experimentales

3.1 Preparacion del cemento de hidroxiapatita

3.1.1 Fabricacién de la fase sélida

El fosfato tricalcico alfa (a-TCP), que es la fase sdlida del cemento, se obtiene a partir de
131,599 de CaHPO, (Sigma ref.n°C7263) y 48,40g de CaCO; (Sigma ref.n°C4830). Se
mezclan con un agitador de hélice, WhipMix, en proporcidon estequiométrica, Ec. 2, y se
someten al tratamiento térmico (horno Hobersal CNR-58) especificado en la Figura 10.

CaCO; +2 CaHPO, ___, Cay(POy), + CO, + H,0 (Ec. 2)

El tratamiento térmico se compone de varias fases tal y como se muestra en la Figura 10.
El primer escalon térmico elimina la humedad de la mezcla. La segunda etapa corresponde
a la descomposicion del CaCOs, Ec. 3.

CaCO; — CaO + CO,
(Ec. 3)

En la dltima etapa a 1400°C ocurre la transformacion anisotrépica de la fase  a la fase a.
Una vez terminado el tratamiento térmico, el a-TCP se templa al aire para evitar que
transforme a fase .

Curva de temperatura del horno para
preparar a-TCP
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Figura 10: Tratamiento térmico usado en la preparacion del o-TCP
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Se procede a continuacién a molienda del a-TCP en un molino en agata y con bolas en el
mismo mineral en el mezclador planetario (Fritsch Pulverisette 6). Se prepararon dos tipos
de polvo (F-fine y C-coarse) de diferente tamafio aplicando diferentes protocolos de
molienda. El polvo mas fino (F), necesita varias etapas de molienda. La primera etapa
consiste en moler el a-TCP con 10 bolas (didmetro 30mm) durante 60 minutos a una
velocidad de 450 rpm seguido por una molienda de 40 minutos a una velocidad de 500
rpm. A continuacién, se usaron 100 pequefias bolas (diametro 5mm) para moler el polvo a
una velocidad de 500 rpm durante 60 minutos para al final obtener particulas con un
diametro alrededor de 2,8 um.

En el caso de la preparacion del polvo mas grueso de 5,2 uym de diametro (C), se necesita
solamente una etapa de molienda: se muelen los trozos de a-TCP con las bolas grandes
durante 15 minutos a una velocidad de 450 rpm.

Al a-TCP resultante se le aflade un 2% en masa de hidroxiapatita precipitada (Panreac
1.02143.1000) que actia como semilla facilitando la nucleacién de los cristales del
cemento. Ambos componentes se homogeneizan usando un agitador de hélice, WhipMix a
1425 rpm durante 15min.

3.1.2 Preparacion de la fase liquida

La fase liquida es una solucibn acuosa al 2,5% en masa de Na,HPO, (Panreac
131679.1211). Su papel es acelerar el endurecimiento del cemento y reducir su tiempo de
fraquado.

3.1.3 Preparacion del cemento

El cemento se forma mezclando las fases sélida y liquida preparadas anteriormente Ambas
fases se mezclaron en diferentes proporciones para obtener cementos con las siguientes
relaciones liquido/polvo: 0,35 mL.g™, 0,45 mL.g™", 0,55 mL.g™, y 0,65 mL.g™.

Una vez la dos fases entran contacto, se homogeneiza usando el mezclador planetario
(SpeedMixer) durante 30 segundos a una velocidad de 2500 rpm e inmediatamente
después la mezcla se moldea. Se utilizaron dos tipos de moldes diferentes (Figura 11):

e moldes de teflon

e moldes de latex
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Figura 11: Esquema del molde de Teflon (a) y foto y esqguema del molde de Latex (b)

Dado que para la medida del potencial zeta se requieren piezas plano paralelas, la pasta de
cemento a moldear debe comprimirse entre piezas de teflon (o latex) para asegurar su
planaridad. Para mantener el grosor de las muestras constante se usaron laminas de vidrio
como tope. La Figura 11 muestra un esquema de las piezas que se usaron como moldes
asi como el proceso de moldeo de un cemento. La dimension tipica que resulta de moldear
2 ml de fase liquida con el polvo correspondiente resulta en piezas de alrededor de 40 x 80
x 1 mm3.

Una vez el cemento se ha moldeado, se deja fraguando a 37°C en una atmosfera himeda
el tiempo necesario hasta que la mezcla adquiere suficiente resistencia mecénica (entre 30
min y 2h en funcion de la relacion L/P) y a continuacion se sumerge en agua y se prosigue
su fraguado en dos condiciones diferentes:

e a37°C durante al menos 4 dias (proceso convencional de fraguado).

¢ en el autoclave (Selecta presoclave-ll o Selecta Sterimax) durante 30 min a 120°Cy
a lbar de presion (proceso acelerado de fraguado)

El molde usual se compone de dos hojas de Teflon como limites superior e inferior
separadas por al menos dos laminas de vidrio como paredes laterales. El todo forma un
espacio libre de alrededor de 40 x 80 x 1 mm.

Una vez que esta mezcla tiene bastante resistencia mecanica para conservar la forma del
molde, después de entre 30 min y 2h en funcién de la relacion L/P en atmosfera saturada
de humidad, esta sumergida en agua pura durante al menos 4 dias.
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3.2 Caracterizacion de los materiales

3.2.1 Difraccion de rayos X

3.2.1.1 Principios de la difraccién de rayos X

El fenbmeno de la difraccion de Rayos X consiste basicamente en un proceso de
interferencias constructivas de ondas de rayos X que se produce en determinadas
direcciones de espacio. Significa que las ondas tienen que estar en fase, lo que ocurre
cuando su diferencia de trayectoria es cero o un multiplo entero de longitudes de onda (ley
de Bragg).

Los rayos X son difractados por los electrones que rodean los atomos por ser su longitud
de onda del mismo orden de magnitud que el radio atomico. El haz de rayos X emergente
tras esta interaccion contiene informacion sobre la posicion y tipo de atomos encontrados
en su camino. Asi, la difracciéon de rayos X nos da informaciones Unicamente para sélido
cristalinos y no amorfos.

El descubrimiento del fendmeno de la difraccién en este tipo de muestras se convierte
rapidamente en una técnica experimental de extendido uso, debido basicamente al amplio
campo de aplicacion que podemos encontrar para el estudio de sustancias cristalinas. Hoy
dia esta técnica constituye una herramienta habitual de trabajo con una extraordinaria
utilidad en muy distintas disciplinas cientificas y tecnoldgicas, por el caracter polifacético en
lo que se refiere a la gran variedad de informacién que proporciona.

La identificacion de fases cristalinas constituye uno de los campos de aplicacion mas
importantes del método de polvo cristalino.

3.2.1.2 Preparacion de muestras para andlisis de DRX y parametros

El andlisis de difraccion de rayos X se realiza con muestras pulverizadas en un mortero en
agata o directamente con el polvo de a-TCP, antes de afiadirle la semilla.

Para el analisis, los parametros del instrumento (Philips MRD difractometer) que se
seleccionaron fueron: potencia de 40kV, intensidad de 40 mA, rango espectral entre 10 y
80° con un incremento de 0,02° y 150 s/etapa.
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3.2.2 Microscopia electronica de barrido

3.2.2.1 Principios de la observacién con microscopio electrénico de barrido

El microscopio electronico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscope) usa
electrones para observar detalles demasiados pequefios para ser vistos con luz cuya
longitud de onda es demasiada elevada. Para obtener una imagen, elhaz de electrones se
hace incidir sobre la muestra y los electrones (secundarios) se recogen por un detector.
Este técnica tiene una precision entre 3 y 20 nm y necesita que las muestras sean sélidas y
tengan una superficie conductora. Para observar muestras no conductoras, se las recubre
con una capa delgada de oro o carbon.

Para funcionar, el SEM (JEOL JSM-6400) acelera los electrones en un campo eléctrico
mediante una diferencia de potencial de 1000 a 30000 voltios. Mas el voltaje es elevado,
mejor sera la precision pero con el riesgo de dafiar a las muestras sensibles, es por eso
gue se observa los materiales bioldgicos generalmente con un voltaje pequefio. Las
imagenes obtenidas en blanco y negro permiten apreciar la textura de materiales
inorganicos y organicos. [32]

lustracién 1: uno de los microscopios electrénicos de barrido del UPC [33]

3.2.2.2 Preparacion de muestras para observacion al SEM

Las muestras observadas al SEM son pequefios trozos de cementos antes o después de
medirse su potencial zeta.

Para empezar, los trozos de cemento a examinar se pegan en porta-muestras metalicos
apropiados utilizando adhesivo de carbono de doble cara. Para crear una conexion eléctrica
entre la superficie de la muestras y el porta-muestras, se usa plata coloidal (TED PELLA,
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INC 16031). Como los cementos de hidroxiapatita no son conductores, se deposita en su
superficie una fina capa de oro o de carbén.

3.2.3 Porosimetria de mercurio

3.2.3.1 Principios de la porosimetria de mercurio

La porosimetria por inyeccion de Hg es una técnica indirecta para la caracterizacion del
sistema poroso de los materiales, obteniéndose fundamentalmente a partir de ella la
distribucién de la porosidad en funcién del tamafio de acceso a los poros.

Se basa en los fenébmenos de capilaridad generados por los liquidos que no mojan los
sélidos con los que estadn en contacto. Asi, un liquido como el mercurio que no penetra
espontaneamente en los conductos capilares, precisa una presion para su introduccion que
es inversamente proporcional al radio de los capilares.

El ensayo porosimétrico consiste en inyectar mercurio a presion y registrar el volumen de
mercurio absorbido. Para cada intervalo de presion considerado, el volumen de mercurio
absorbido nos indica el volumen de poros de la muestra que tienen un determinado
intervalo de tamafio de acceso.

Es una técnica simple y rapida pero se debe tener en cuenta que mide solo el volumen de
poros abiertos, accesibles al mercurio. Ademas, es un ensayo irreversible ya que una
fraccion del mercurio puede quedar atrapada en la muestra. [34]

3.2.3.2 Preparacion de muestras para porosimetria

Las muestras para porosimetria se preparan en moldes cilindricos de Teflon de 5 mm de
diametro y 10 mm de altura cerrados a las dos extremidades por hojas de Teflén. El
cemento endurece dentro de estos moldes y una vez completada la reaccion, se extraer
para proceder a su analisis.

Para medir la porosidad de cementos autoclavados, se usa muestras preparadas sin
molde, se deja el cemento endurecerse en una hoja de teflén sin moldearlo.

Después para secar las muestras se usa una estufa (Heraeus) a 120°C.
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3.3 Medida de potencial zeta

3.3.1 Preparacion del electrolito

El electrolito usado es una solucidon acuosa de cloro de potasio con una concentracion de 1
mmol/L. Se prepara diluyendo una solucién de KCI con una concentracion 1M en 1L de
agua milliQ. Esta primera solucién de KCI se obtiene a partir de cloruro de potasio solido
(Sigma P5405). Para las medidas de potencial Z se utilizan 500 ml de electrolito.

El electrolito tiene un pH de alrededor de 6 y una conductividad de 160 uS a temperatura
ambiente.

Se prepara electrolito nuevo cada dia. Este se utiliza tanto para las medidas como para
conservar los cementos ya pegados al porta-muestras del potencial zeta. No se dejan mas
de 24h. Para conservar las muestras sumergidas durante un tiempo mas largo, se usa
agua milliQ.

3.3.2 Preparacion de las muestras para el analisis de potencial zeta

La primera etapa en la preparacion de las muestras es pegar pegar con superglue el
cemento fraguado a los soportes de potencial zeta con dimensiones de 10 x 20 mm?®.
Después, se cortan las partes de cemento que sobrepasan las dimensiones de las piezas
con un cutter. Este proceso se realiza de dos maneras diferentes:

¢ El cemento antes de pegarlo se deja secar al aire

¢ El cemento se pega al soporte manteniendo la cara a medir en agua para evitar que
se introduzcan burbujas de aire que puedan afectar la medida.

En el caso de haber secado los cementos, a la hora de pegarlos hay que asegurarse que
todo el material quede bien mojado para realizar medidas correctas. Esto implica que es
necesario que no haya aire dentro de los poros del material. Para ello, se sumergen las
muestras en una secuencia de soluciones metanol/agua con diferentes concentraciones.
Se usa metanol por su gran capacidad en disolver el aire. Se empieza sumergiendo dos
veces las muestras durante 15 min en metanol puro. A continuacion se sumergen durante
15 minutos en mezclas con contenido en metanol del 80 v/v%, 60 v/v%, 40 viv% y 20 viv%
de metanol en agua milliQ donde se dejan al menos 30 min antes de sumergirlas en el
electrolito (Figura 12).

g =\

R
Peact

E

|

SEIB



Pag. 32 Memoria

4 )

Pegadas al aire y lavados con metanol

e
= o

Electrolito (KO 1mmol.L

Muestras conservadas en

agua pura -
20 _I J

Figura 12: Preparacidn de las muestras para analisi de potencial zeta

Las soluciones de metanol se preparan mezclando metanol puro (Panreac 481091-1611) y
agua milliQ en diferentes proporciones. Las mezclas no se conservan mas alla de 2 meses.

3.3.3 Desarrollo de una medida

Para medir el potencial de flujo y deducir el potencial zeta es necesario generar una doble
capa eléctrica estable sobre la superficie del solido. Aunque esta doble capa aparece
instantAneamente una vez la muestra se sumerge, se necesita tiempo para lograr un
equilibro en la interfase sélido-liquido. Instrumentalmente, este potencial se mide entre dos
electrodos situados en los extremos de las muestras estudiadas.

Por causa de la grande influencia del pH sobre el potencial zeta, es importante anotar su
valor para cada medida. Asimismo es también importante controlar la fuerza ionica del
medio y para ello se recomenda utilizar una solucién de KCI de concentracién 1 mmol.L™.

3.3.3.1 Manipulacion

Para medir el potencial zeta de las muestras, se usa el instrumento SurPASS de la casa
Anton Paar conectado con un ordenador. Esta maquina permite medir el potencial o la
corriente que se genera al forzar un flujo sobre la superficie del material. Se compone de un
sistema de bombas y jeringas que permite introducir de manera controlada el electrolito
entre las muestras. Las muestras se colocan en una celda denominada “adjustable gap-
cell” que permite ajustar la distancia entre la superficie de las dos piezas (Figura 13).
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Ajuste gap Ajuste gap

Figura 13: Foto del instrumento SurPASS vy de la celda para muestras. [31]

El primer paso consiste en ajustar las muestras dentro de la celda hasta tener una distancia
entre ellas cerca de la que nos interesa. Después, hay que asegurarse que la celda sea
estanca y para ello, se regula la parte de silicona con el tornillo superior.

El segundo paso consiste en introducir la celda al aparato y terminar de ajustar el gap entre
las muestras a ~120 um. A continuacion, antes de la medida, se deja pasar electrolito entre
la muestra unos 15 min para equilibrar el sistema.

La medida se realiza forzando el flujo de electrolito entre las muestras alternando su
direccién en el rango de presion de 0 a 300 mbar. En todos los experimentos el parametro
gue se midi6 fue la corriente de flujo en funcion de la presién (di/dP). Para cada muestra se
realizaron medidas a diferentes gaps entre 80-120 um con la finalidad de poder determinar
el potencial zeta interno del externo. Las dimensiones de las muestras, importantes para los
calculos, son 20 mm x 10 mm.

Para controlar la maquina desde el ordenador, se usa el programa informatico VisioLab.
Ademds de dirigir el aparato, este software recoge toda la informacion relativa a la medida,
como el pH y la conductividad aparte de la corriente de flujo. Estas caracteristicas se
compilan en un mismo documento para cada medida y el programa permite dibujar
directamente algunas curvas y exportar los datos para analizarlos con Excel.

3.3.3.2 Andlisis de los resultados

El programa VisioLab da valores de potencial zeta validos Unicamente para las muestras no
porosas. En caso de muestras porosas, es necesario aplicar las férmulas indicadas en la
Tabla 1 para poder determinar por separado la contribucién del potencial zeta interno del
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externo. Para ello, se usa el programa Excel, las ecuaciones de la Tabla 1 y los valores de
la variacion de la corriente de flujo con la presién (di/dP) en funcion del gap (distancia entre
la superficie de las muestras).

En la Figura 14, se muestra una curva tipica de representar di/dP en funcion de la abertura
del canal (gap). Los puntos presentan una gran linealidad lo que permite ajustarlos a una
recta y determinar su pendiente y su ordenada en el origen. Se sigue el mismo método
para los valores de conductancia en funcién del gap, aunque esta vez Unicamente la
ordenada en el origen es de interés.

-500 0,9
y =0,0062x+0,111

__ 750 y=-9,4283x- 160,14 0,85 - RZ = 0,9994
E R2=0,9915
S -1000 0,8 -
= w
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5 © 0,7
:g -1500 )
©

-1750 0,65

®C35 ®C35
-2000 : . : 0,6 : : .
60 80 100 120 140 60 80 100 120 140
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Figura 14: Ejemplo de grafico Excel de potencial de flujo y conductancia en funcion de la distancia entre las
muestras en el caso de un C35

Con estos tres valores y los relativos a las condiciones de la medida, se puede usar las
ecuaciones para calcular el potencial zeta interno y externo de la muestra asi como su
conductancia.
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4 Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion del material

4.1.1 Analisis de la pureza de los reactivos

Puesto que para la preparacion de los cementos de hidroxiapatita (HA), que es el material
de partida de este trabajo, se necesita preparar polvo de a-TCP, es importante verificar la
pureza del polvo. Para ello se se realizaron andlisis de diffracién de rayos X. La Figura 15
muestra los resultados para los dos tipos de polvo de o-TCP: C y F. Ambos polvos se
diferencian por el tiempo y tipo de molienda (para obtener mas detalles ver seccion 3.1.1)
siendo el F un polvo mucho mas fino que el C.
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Figura 15: Difractogramas de rayos X del polvo de a-TCP C (ref. H241) y del polvo F (ref. H243)

Cada sustancia en estado cristalino tiene un diagrama de rayos X que le es caracteristico.
Comparando los diagramas obtenidos con el de referencia para el o-TCP (ficha de
difraccion 09-0348) se observa que todos los picos presentes corresponden a la fase a-
TCP y no hay presencia de ningun componente ajeno como pudiera ser el B-TCP. El
polvo fabricado es pues puro.

La intensa molienda a la que se somete el polvo F reduce el tamafio del cristal que se
traduce en un aumento del ancho de los picos perdiendo resolucion (mayor solapamiento).
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Ademas, parte de la fase cristalina transforma a fase amorfa como puede verse por la
presencia de una banda ancha centrada alrededor de 31° para el caso del polvo F.

Se realizé un estudio similar con los cementos fraguados a 37°C o en autoclave y
posteriormente molidos. Los difractogramas resultantes se muestran en la Figura 16.
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Figura 16: Difractogramas de rayos X de cementos C35 y F35 fraguados a 37°C y C35 y F35 autoclavado.
(los 4ngulos marcados son los de los picos principales del B-TCP)

Comparando los difractogramas de los cementos fraguados a 37°C con la ficha de la
hidroxiapatita (ficha de difraccién 09-0432) se observa que todos los picos de la Figura 16
estan presentes en el diagrama de referencia. Como no hay picos adicionales provenientes
del a-TCP (en particular no se observa el pico de 30,7°, que corresponde al pico de maxima
intensidad de la fase a-TCP) se puede concluir que en la reaccion de fraguado del cemento
todo el a-TCP se hidroliza a hidroxiapatita.

Si se compara el cemento F con el C (cementos preparados con polvo de a-TCP F o C
respectivamente), se observa que la resolucion de los picos es ligeramente superior para
los cementos C que para los cementos F indicando que la cristalinidad de los cementos C
es mejor que la de los cementos F.

Para los cementos autoclavados, sobre todo para los cementos F autoclavados, se observa
picos adicionales provenientes de la presencia de B-TCP (picos de 27,8°, 31° y 34,4°).
Fraguar los cementos en el autoclave induce la formacion de hidroxiapatita y de una
fraccion no despreciable de B-TCP.
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4.1.2 Analisis microestructural de los cementos

La observacion de la microestructura de los cementos nos permite revelar la forma y el
tamafio de los cristales que componen el material.

Se pueden observar diferentes microestructuras segun las condiciones de fabricacion del
cemento: tamafio de polvo del a-TCP, relacion liquido/polvo y tipo de fraguado. A
continuacién se ira mostrando la influencia de cada uno de estos parametros. Todas las
imégenes corresponden a la superficie del material fraguado en moldes en contacto con
Teflon.

4.1.2.1 Efecto del tipo de polvo en la microestructura

Usar polvo de a-TCP C o F en la preparaciéon de los cementos de hidroxiapatita tiene un
gran efecto en la microestructura final. Para cementos fraguados a 37°C se observa
(Figura 17) que la superficie se organiza en dos escalas de microestructuras. A bajos
aumentos, se observa que el cemento estd formado por agregados de particulas y a
mayores aumentos se ve que cada agregado esta formado por multitud de cristales. Cada
uno de los agregados corresponde a las particulas de polvo de a-TCP fraguadas. Puesto
gue el polvo de F tiene menor tamafio que el C los agregados en el cemento F son de
menor tamafio que en el C. Cada agregado estd compuesto por una segunda
microestructura mas fina cuya apariencia depende de la granulometria de polvo de a-TCP y
de las condiciones de fraguado.

En la Figura 17 se ve la diferencia en la forma de los cristales entre las dos granulometrias
de polvo de a-TCP. En el caso del polvo C, el mas grueso, se forman cristales en forma de
placas, los cristales se desarrollan en dos direcciones del espacio creando estructuras con
un espesor muy inferior a las otras dos dimensiones. En el caso del polvo mas fino, se
observan multitud de cristales en forma de pequefias agujas que crecen en la direccion del
radio de la particula de polvo.
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Figura 17: Imagenes SEM de cemento C55 (a, b) y F55 (c, d).

Estas observaciones son coherentes con los resultados de difraccion de rayos X que
mostraron mayor cristalinidad en el caso de cementos C que de los F.

La diferencia en la morfologia entre los cristales de los cemento C y F se explica por la
influencia de la granulometria del polvo de a-TCP [24]. La granulometria del polvo de a-
TCP F, al ser mas pequefio, presenta una mayor superficie disponible para reaccionar en
contacto con la fase liquida del cemento. Esto significa que la disolucion del a-TCP F da
lugar a un grado de supersaturacion mas elevado que para el polvo C. Esta
sobresaturacion favorece la creacion de muchos nucleos cristalinos en vez de favorecer su
crecimiento. En el caso del polvo C, al ser un polvo de mayor tamafio, la superficie es
menor y el grado de saturacion también. Esto resulta en la formacién de menos nucleos
pero favorece su crecimiento.

4.1.2.2 Efecto del tipo de fraguado en la microestructura

Los cementos fraguados en autoclave presentan un tipo de cristales diferentes de los
precedentes. Para el caso de un cemento C, en vez de observarse placas grandes
(material fraguado a 37°C) se observan pequefias placas alargadas como se puede ver en
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la Figura 18. No es de extrafar el obtener diferentes morfologias de cristal para un mismo
material fraguado a 37°C 0 en autoclave puesto que en este Ultimo caso la aplicacion de
presion y temperatura (121°C) cambia completamente las condiciones de precipitacion.

Las muestras autoclavadas presentan un tipo de cristales diferentes de los precedentes. Se
observa un bosque de pequefias placas alargadas como se puede ver en la Figura 18.

N | PRV S sl 2
Figura 18: Imagenes SEM de un C35 fraguado a 37°C (a) o en autoclave (b),

Un aspecto importante a tener en cuenta es que, aunque generalmente la microestructura
de cementos autoclavados se compone de pequefias placas alargadas (imagen (b) de la
Figura 19), en algunos casos para los cementos autoclavados se forma en su superficie
una microestructura completamente diferente que se compone de cristales muy alargados
y mas grandes (imagen (a) de la Figura 19).

Figura 19: Imagenes SEM de dos cementos C autoclavados,

Por el momento, no se conoce con exactitud la razon por la que se induce la formacién de
una u otra microestructura, sin embargo, es posible que tenga que ver con el tiempo que
transcurre antes de poner los cementos en el autoclave. Esta duracion es un pardmetro
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que cambia entre 30 minutos y 2 horas en funcién de las muestras. Usualmente los
tiempos lo mas largos corresponden a muestras con una relacion liquido/polvo elevado ya
gque necesitan mas tiempo para tener cohesién antes de poderlas poner en el autoclave.

Con estas observaciones se deduce que los cristales de hidroxiapatita crezcan de varias
maneras en funcion de las condiciones de preparacion.

4.1.2.3 Efecto de la relacion liquido-polvo en la microestructura

La Figura 20 muestra la superficie de tres cementos preparados con diferentes relaciones
liquido/polvo a dos aumentos diferentes.
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Las imagenes son similares. Al SEM, no se observa diferencias microestructurales para
varias relaciones liquido/polvo. Aunque a priori pudiera pensarse que variando la relacion
liquido/polvo deberian verse superficies con agregados méas separados cuanto mas
elevado el contenido de liquido, el resultado muestra que independientemente de la
relacion liquido/polvo la morfologia en superficie es muy similar. Este efecto es debido al
moldeado. La separacion entre agregados se evidenciara en la seccion siguiente con las
medidas de porosidad.
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Para el caso de las muestras autoclavadas, la relacion L/P tampoco afecto la
microestructura de la superficie Figura 21.

Figura 21: Imagenes SEM de cemento autoclavados C35 (a, b), C45 (c, d) y C55 (g, f).

Un aspecto importante a tener en cuenta es que no existe microestructura perfecta. Cada
cemento tiene variaciones en el tamafio y la forma de sus cristales de hidroxiapatita. Una
pequefa proporcion de cristales diferentes es normal y no tiene efecto en la carga media
de toda su superficie. Pero ocurre gue cementos presentan microestructura con demasiada
irregularidades y no es un fenémeno despreciable como se explicara en una proxima parte
(ver 4.2.2).

4.1.3 Porosidad de los cementos de hidroxiapatita

La porosidad de los diferentes materiales medida por MIP o tomada de referencias
publicadas sobre muestras similares [35] se muestra en la Figura 22.
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Figura 22: Valores de porosidad vy resistencia en compresion para 8 tipos de cemento de hidroxiapatita. [35]

Aunque las imagenes de SEM de la superficie de los cementos no mostraron diferencias a
nivel de porosidad con la relacion liquido/polvo (Figura 20), la porosidad de los cementos
medida por MIP claramente aumenta con el aumento de la relacion liquido/polvo. Como lo
muestra la Figura 23, las condiciones de fraguados influencian también la porosidad de los
cementos.
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Figura 23: Valores de porosidad para cementos C35, C45, C55 y F35 fraguados en autoclave

Para los cuatro casos estudiados de cementos autoclavados la porosidad es muy elevada,
superior a la del mismo cemento fraguado a 37°C. El fraguado a temperatura y presion
mas elevadas abre la microestructura, reduciendo el efecto de la relacion liquido/polvo.
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4.2 Preparacion de muestra para potencial zeta

Aunqgue la preparacion de cementos convencionales (discos, cilindros) no es compleja, las
muestras para hacer medidas de potencial zeta deben ser planoparalelas, relativamente
grandes en longitud y ancho (2 x 1 cm?) pero con espesor el minimo posible (<1 mm). La
fragilidad del material y los requerimientos anteriores hace gue no sean muestras faciles de
preparar. A continuacion se detallan varios aspectos a tener en cuenta en su preparacion.

4.2.1 Efecto del tipo de molde

Se pensd que trabajar con moldes flexibles de latex en vez de los rigidos tradicionales
hechos con teflon facilitaria la fabricacion de muestras de cemento con una relacion
liquido/polvo elevada ya que después del fraguado permitiria desmoldar con mas facilidad
el material.

Observaciones con SEM de las superficies de las muestras fabricadas con moldes de Latex
revelaron que en la superficie en contacto con el molde se impide la formacién de la
microestructuras tipica de los cementos tal y como se ve en la Figura 24.

. : % > <y ¢ » >, ol .
e ¥y X3 - ) <9 -
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Figura 24: Microestructura de un cemento C35 fabricado en molde de Latex (a) y en molde de Teflén (b),

En vez de formarse la misma microestructura en el molde de Létex, cristales en forma de
placas, se obtiene una microestructura irregular con una mezcla de cristales en forma de
placas y otros en forma de agujas.

Estas observaciones muestran que el Latex no es un material adecuado para moldear
cementos y siempre y cuando se requiera trabajar con la superficie en contacto con el
molde éste debera ser de teflon.
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4.2.2 Efecto del prensado del cemento

Se descubri6 en muestras principalmente de cementos F preparados con relaciones
liquido/polvo bajas (por ejemplo 0.35 ml/g), varias zonas en la superficie con la
microestructura alterada como puede verse en la Figura 25. Estas zonas coincidia que
correspondian a la superficie superiora de la muestra.

AT .

Figura 25: Imagen SEM de zonas sin agujas en una muestra F35

En la Figura 25 se observa que los cristales se desarrollan correctamente alrededor de
estas zonas alteradas eliminando el que su formacion pueda ser debida a un problema del
cemento. Ademas, como la microestructura no parece destruida, no presenta cristales
rotos, se deriva que los cristales no crecieron y que su origen esta en durante la formacion
de la microestructura. Su origen se cree que estéa ligado a las propiedades de la superficie
en contacto con la cual el cemento se fragua.

Durante el moldeado del cemento, especialmente para relaciones liquido/polvo bajas, hay
gue aplicar presion encima de la hoja de Teflon para rellenar bien el molde. Se cree que
esta presion ejercida prensa demasiado el cemento separando la fase liquido del polvo lo
gue afecta al fraguado y por tanto al desarrollo de su microestructura.

El efecto del prensado del cemento no se limita al estado de su superficie final. Segun el
articulo de Sergey V.Dorozhkin [1], el ejercitar una presion en el cemento provoca también
la disminucion de la porosidad de la muestra. Este efecto es visible en los cementos
cuando se compara la cara superior e inferior del material moldeado, sobre todos los
cementos con una relacion liquido/polvo baja que necesitan mas presion para obtener
muestras tan finas y planas que se desea. Para minimizar variabilidades, en general se
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considera que las caras superiores de los cementos son de mejor calidad que las inferiores
y son las que se escogen para su analisis.

4.2.3 Efecto del lavado del cemento con metanol

Un aspecto critico en la medida del potencial zeta de muestras porosas es asegurar que la
medida se realiza en muestras completamente mojadas con electrolito sin que quede aire
atrapado en los poros. La presencia de burbujas de aire podria falsear significativamente el
resultado. Una forma de solucionar el problema es lavar la muestra con metanol para
disolver las burbujas de aire y después sustituir gradualmente el metanol por electrolito
(seccién 3.3.2). Sin embargo, segun el articulo de Mark E. DRY y Ralph A. BEEBE [36], el
metanol tiene afinidad por la apatita adsorbiéndose en su superficie. Si el metanol no se
desorbiera su presencia puede falsear las medidas de potencial zeta.

En este articulo, trabajan con hidroxiapatita sintética en forma de polvo tratada
térmicamente para secar a 450°C, tratado que no se realiza con los cementos de
hidroxiapatita en este proyecto. EI metanol queda todavia absorbido en este material
después de una noche de desgasificacion a 0°C.

Para verificar si la preparacion usando metanol influye los resultados en el caso de las
muestras de cemento de hidroxiapatita que se usan en este proyecto, se intenta otro
método para preparar y poder comparar los resultados.

La idea es preparar muestras sin secarlas en ningln momento tal y como se presenta en la
Figura 26. De esta manera, el aire tiene poca probabilidad de entrar en los poros del
material y no es ya necesario tener una etapa para eliminarlo.
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[Muestras conservadas en agua pura ]

H20 l I

(" Pegadas al aire y lavados con metanol Pegadas sumergidas R

Figura 26 : Dos posibilidades para preparar muestras de analisis de potencial zeta.

4.3 Medidas de potencial zeta

Gracias al trabajo reciente publicado por Yaroshchuck y Luxbacher [29] es posible obtener
medidas de potencial zeta para muestras porosas, lo que no era posible con la formula
clasica que asumia que las muestras eran densas. No solo es posible medir el potencial
zeta de muestras porosas sino que ademas el articulo distingue dos tipos de potenciales, el
externo que seria el valor clasico y el interno que es el de la superficie de los poros (Ec. 4y
Figura 9).

dlgey  €.50W
ddp  n L

CH'Csxt + EHP' Y- Ciﬂ‘.‘)
(Ec. 4)

Donde la corriente de flujo se expresa en funcién de la permitividad en el vacio (go), de la
constante dieléctrica (€), de la viscosidad (n), de la longitud de la muestra considerada (L),
el ancho de la muestra (W), de la distancia entre las dos muestras medidas (H), del
potencial zeta externo (Cex)., del valor de la penetracion del flujo dentro de la muestra (Hp),
de la porosidad (y) y del potencial zeta interno (Gy).

Para hablar de potencial interno tiene que darse que la porosidad del material sea una
porosidad abierta, el electrolito tiene que fluir por entre los poros. Para muestras muy
porosas Hp corresponde al grosor de la muestra pero para el caso de materiales tortuosos
y de porosidades pequefias, como es el caso de los cementos, Hp es el grosor del material
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penetrado por el flujo. Esta fraccion se deduce de la férmula (Ec. 5) que relaciona la
porosidad en funcion de la conductancia dentro de los poros (Cp) y de la conductancia
tedrica del electrolito en un volumen equivalente (Cp).

Cp Cp Cp
- - 6 T W.2H
]’/ Coub Q secc.ton p
longitud L (EC. 5)

Se obtiene la ecuacioén (Ec. 6), el valor de la penetracion del flujo dentro de la muestra en
funcion de la longitud de la muestra considerada, la conductancia dentro de los poros, la
conductividad eléctrica del electrolito (€2), el ancho de la muestra y la porosidad.

H, = L.Cp

2wy (Ec. 6)
Durante este proyecto, se han realizado aproximadamente 150 medidas con mas de 45
muestras. A pesar del gran nimero de medidas no todas han sido validas. El trabajo, sin
embargo, ha servido para poner a punto esta técnica para la medida de muestras
complejas como son los cementos. Como objetivo principal se ha querido ver la influencia
del procesado de varios cementos con diferentes microestructuras y porosidades en el
potencial zeta interno/externo.

4.3.1 Efecto de la preparacion de muestras en la medida del potencial zeta

Previo a la realizacion de las medidas en los diferentes cementos se analizé el efecto de la
presencia de zonas deterioradas en la microestructura del cemento asi como del efecto del
lavado con metanol de las muestra en las medidas de potencial Z. En la Figura 27 se
puede ver que una microestructura dafiada induce diferencias en los resultados de
potencial zeta.
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Figura 27: Resultados de potencial zeta interno y externo en caso de muestras C45 con superficie constituida
por la tipica estructura de cristales en forma de placas o por mezcla de esta microestructura y de zonas
deterioradas.

Las muestras C se caracterizan por tener una microestructura constituida por una sucesiéon
de placas (Figura 20, imagenes c y d). En el caso de tener superficies deterioradas, si la
proporcion de zonas deterioradas es demasiada importante (Se considera buenas
superficies con al maximo 5 % de zonas deterioradas o con cristales diferentes), los valores
de potencial Z cambian notablemente.

El potencial externo de la muestra deteriorada es superior al de otras. Al contrario, los
resultados de potencial interno para la muestra con zonas sin pequefias placas son muy
inferiores a los usuales. Asi es muy critico analizar el estado de las superficies de las
muestras antes de analizarlas.

Con respecto al efecto del montaje de las muestras, la Figura 26 resume el efecto de
montar muestras secas seguido por un lavado con metanol (elimina el aire atrapado) o bien
el montarlas sin secar para evitar la introduccion de aire. Segun los datos obtenidos en el
caso del cemento C35, los resultados de muestras preparadas con los dos métodos son
similares lo que significa que cualquiera de ellos es bueno. Ademas se observa que los
lavados con metanol no influyen las medidas de potencial zeta de estos cementos de
hidroxiapatita. Por cuestiones practicas montar las muestras sin utilizar metanol permite
evitar las dos horas necesarias de lavado y el condicionamiento de la maquina SurPASS es
mas rapido. La Tabla 2 presenta resultados de potencial zeta para cementos similares
preparados con los dos métodos.
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P ion de |
reparacion de las Zext (mV) Zint (mV)
muestras
Pegadas al aire y -23,42 -13,43
lavados con metanol -22,69 -26,63
Pegadas sumergidas -22,45 -17,58

Tabla 2: Valores de potencial zeta para muestras de C35 preparadas con los dos métodos.

Segun los datos obtenidos en el caso del cemento C35, los resultados de muestras
preparadas con los dos métodos son similares. Los lavados con metanol no influyen las
medidas de potencial zeta de estos cementos de hidroxiapatita.

4.3.2 Medidas de potencial zeta de cementos C en funcién de la relacion
liquido/polvo

Los gréficos de la Figura 28 representan las rectas de corriente de flujo y conductancia que
se generan al hacer pasar un flujo entre dos muestras en funcion de la distancia que las
separa. El estudio se ha hecho para cementos C con las siguientes relaciones liquido/polvo
0,35 mL.g™, 0,45 mL.g" y 0,55 mL.g™. La Tabla 3 presenta todos los pardmetros de estas
rectas y los valores de potencial zeta calculados con ellos.
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Figura 28: Rectas de corriente de flujo y conductancia en funcién de la distancia entre las muestras para C35

(a, b), C45 (c, d) y C55 (e, f) . Los numeros 1,2 v 3 indican medidas sobre muestras diferentes. La letra “b”

indica medidas de la misma muestra pero cambiando su orientacion.
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dl/dP vs gap Cond. vs gap

nombre offset pendiente R conductancia R Zext(mV) | zint (mv)

muestra | (nA/MPa) | (nA/(MPa.um) (ns)

€35-1 -160 -9,43| 0,9915 0,11| 0,9994| -22,76 -26,10
C35-2 -123 -9,87| 0,997 0,29| 0,9958 -23,83 7,63
C35-2B -323 -9,5| 0,9831 0,34| 0,9943 22,93 -17,15
C35-3 -190 -9,31| 0,9911 0,20| 0,999 22,47 17,37
C35-3B 80 9,92| 0,9961 0,10| 0,9996 23,95 15,25
C45-1 -310 -8,96| 0,9963 0,25| 0,9997 21,63 22,91
C45-1B 207 -10,38| 0,9772 0,39| 0,9971 -25,06 -9,64
C45-2 67 -9,15| 0,992 0,19| 0,9951 22,09 -6,38
C45-2B 70 -9,7| 0,9957 0,13| 0,9972 -23,42 9,67
C55-1 24 -10,6| 0,9989 1,20| 0,9914] -25,59 0,36
C55-1B -191 -9,7| 0,9932 1,42| 0,999 -23,42 2,44
C55-2 9 -9,6| 0,9943 1,12| 0,9984 23,17 0,15
C55-2B 93 -8,7| 0,9951 1,24| 0,9976 21,00 -1,36
C55-3 75 -8,6| 0,9738 0,87| 0,9857 -20,76 -1,56
C55-3B 78 -7,2| 0,9824 1,55| 0,9704 -17,38 0,91

Tabla 3: Datos obtenidos de cada recta de la Figura 28 y calculos derivados con los resultados de potencial Z

de los diferentes cementos.

La Figura 29 agrupa los resultados calculados a partir de los parametros de las rectas de
los gréficos precedentes.
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Los resultados muestran que la diferencia en porosidad de cementos preparados con
diferentes relaciones liquido/polvo (Tabla 3) no parece tener influencia sobre su potencial
Zeta externo que permanece estable alrededor de -23 mV. Sin embargo, se observa que el
aumento en la relacién liquido/polvo de 0,35 mL.g™ a 0,55 mL.g™ induce un aumento del
potencial zeta interno. Para el caso de los cementos C55, este potencial llega incluso a
oscilar entre valores positivos y negativos. Se observa también que porosidad y
conductancia son parametros relacionados: aumentando la porosidad se aumenta la
conductancia.

La similitud en los resultados de potencial zeta externo no son de extrafiar puesto que la
microestructura de la superficie de estos cementos ya se vié que era muy similar (Figura
xx). Tampoco es de extrafiar que el potencial zeta interno (a pesar de la elevada dispersion
en los resultados) tienda a ser menos negativo con el aumento de la porosidad ya que la
presencia de poros tiende a “diluir’ la densidad de carga. Sin embargo lo que no tiene
sentido es que haya un cambio en el signo del potencial interno para el cemento C55. Este
aspecto debera estudiarse con mas detalle en el futuro.

Los resultados muestran que la presencia de poros tiene pues un gran efecto en los valores
de potencial zeta.

La relacién liquido/polvo tiene una influencia cierta en la porosidad interna de la muestra.
Aunque el flujo no penetra por todo el espesor del cemento, la variacion de potencial zeta
interno puede relacionarse con esta variacion de porosidad interna. El aumento de la
porosidad induce una concentracion idnica media inferior dentro del poro.

4.3.3 Medidas de potencial zeta de cementos C autoclavados en funcion de
larelacion liquido/polvo

Los graficos de la Figura 30 representan las rectas de corriente de flujo y conductancia que
se generan al hacer pasar un flujo entre dos muestras en funcion de la distancia que las
separa. El estudio se ha hecho para cementos C autoclavados con las siguientes
relaciones liquido/polvo 0,35 mL.g™, 0,45 mL.g" y 0,55 mL.g™. La Tabla 4 presenta todos
los pardmetros de estas rectas y los valores de potencial zeta calculados con ellos.
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Figura 30: Rectas de potencial de flujo y conductancia en funcién de la distancia entre las muestras para C35

(a, b), C45 (c, d) y C55 (e, f) autoclavados cuyos parametros son usados para las préximas comparaciones.

(Los numeros 1,2 y 3 indican medidas sobre muestras diferentes, b y ¢ indican medidas de la misma muestra

pero cambiando su orientacion)
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dl/dP vs gap Cond. vs gap

nombre offset pendiente - conductancia R zext(mv) | gint (mv)

muestra | (nA/MPa) | (nA/(MPa.um) (1S)
C35auto-1 386 -13,4| 0,9942 2,83| 0,9843 -32,35 2,47
C35auto-2 731 -14,7| 0,999 5,39| 0,8937 -35,49 2,45
C35auto-3 563 -14,6| 0,9905 3,19| 0,9823 -35,24 3,19
C35auto-3B 313 -12,3| 0,9909 3,92| 0,9994 -29,69 1,45
C45auto-1 690 -12,1| 0,9966 6,64| 0,9998 -29,21 1,88
C45auto-1B 439 -10| 0,9953 6,67| 0,9857 -24,14 1,19
C45auto-2 546 -8,3| 0,9998 5,64| 0,9914 -20,04 1,75
C45auto-2B 512 -8,4| 0,9986 5,38| 0,9935 -20,28 1,72
C45auto-2C 459 -9,1| 0,9942 5,74| 0,9967 -21,97 1,45
C55auto-1 396 -9,8| 0,9978 5,49 1 -23,66 1,31
C55auto-1B 567 -10,7| 0,9998 5,51 0,929 -25,83 1,86
C55auto-2 496 -10,9| 0,9968 5,19| 0,9999 -26,31 1,73
C55auto-2B 385 -12,3| 0,9973 4,49| 0,9936 -29,69 1,55

Tabla 4: Datos obtenidos de cada recta de la Figura 30 y calculos derivados con los resultados de potencial Z

de los diferentes cementos.

La Figura 31 agrupa los resultados calculados a partir de los parametros de las rectas de
los gréficos precedentes.
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Figura 31: Potencial zeta externo e interno y conductancia en funcién de la relacion liguido/polvo de

cementos C autoclavados.

Es interesante observar que independinetemente de la relacién liquido/polvo, las muestras
autoclavadas tienen resultados similares de potencial zeta externo, interno y también de
conductancia. Esta similitud se puede explicar por los niveles de porosidad tan similares
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entre las muestras después del proceso del autocalvado. Para estas muestras no se
puede atribuir una influencia de la relacién liquido/polvo sobre los resultados de potencial
zeta ni para los valores de conductancia.

Un aspecto que llama la atencion es el cambio de signo entre el potencial zeta externo y el
interno. Se observa que para los tres tipos de cementos presentados, el potencial zeta
interno es positivo y estable mientras que el potencial zeta externo es negativo y la
conductancia es claramente elevada aungque no se destaca ninguna tendancia.

Hay que tener en cuenta que los difractogramas de rayos X indican una fraccion importante
de B-TCP en los cementos autoclavados comparado con los cementos fraguados a 37°C.
Puesto que esta fase es soluble, su disolucién libera iones calcio positivos que pueden
estar absorbidos por la superficie negativa de la hidroxiapatita. Asi, aunque esta fase no
interviene directamente en los valores de potencial zeta medidos, no se excluye la
posibilidad que cambia en parte la carga de la superficie de la hidroxiapatita. [37]

4.3.4 Medidas de potencial zeta de cemento con microestructuras diferentes
y relacion liguido/polvo fijo

Los gréficos de la Figura 32 representan las rectas de corriente de flujo y conductancia que
se generan al hacer pasar un flujo entre dos muestras en funcién de la distancia que las
separa. El estudio se ha hecho para tres tipos de cementos con la misma relacién
liquido/polvo de 0,35 mL.g™. Mas precisamente, estos tipos son cemento F, cemento C,
cemento C autoclavado. La Tabla 5 presenta todos los parametros de estas rectas y los
valores de potencial zeta calculados con ellos.
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Figura 32: Rectas de corriente de flujo y conductancia en funcion de la distancia entre las muestras para F35

(a,b), C35 (c, d) y C35 autoclavado (e, f) cuyos pardmetros son usados para las préximas comparaciones.

Se observa que las muestras autoclavadas presentan valores de conductancia en funcion
de la distancia entre las muestras mas elevados que las no autoclavadas.
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dl/dP vs gap Cond. vs gap

nombre offset pendiente R? conductancia R? Zext (mV) | gint (mV)

muestra | (nA&/MPa) | (nA/{MPa.um) (uS)
F35-1 233 -14,8| 0,9964 0,43| 0,9954 -35,73 9,92
F35-2 99 -14| 0,9827 0,67| 0,9657 -33,80 2,66
F35-3 215 -10,2 0,98 0,42| 0,9805 -24.,62 9,35
F35-3B 235 -10| 0,9963 0,29| 0,9955 -24,14 14,78
C35-1 -160 -9,43| 0,9915 0,11| 0,9994 -22,76 -26,10
C35-2 -123 -9,87| 0,997 0,29| 0,9958 -23,83 -7,63
C35-2B -323 -9,5| 0,9831 0,34| 0,943 -22,93 -17.,15
C35-3 -190 -9,31| 0,9911 0,20| 0,999 -22,47 -17.,37
C35-3B -80 -9,92| 0,9961 0,10| 0,9996 -23,95 -15,25
C35auto-1 386 -13,4| 0,9942 2,83| 0,9843 -32,35 2,47
C35auto-2 731 -14,7 0,999 5,39| 0,8937 -35,49 2,45
C35auto-3 563 -14,6| 0,9905 3,19| 0,9823 -35,24 3,19
C35auto-3B 313 -12,2| 0,9909 3,92| 0,9994 -29,69 1,45

Tabla 5: Datos obtenidos de cada recta de la Figura 32 y calculos derivados con los resultados de potencial Z

de los diferentes cementos.

La Figura 33 agrupa los resultados calculados a partir de los parametros de las rectas de
los graficos precedentes donde se pueden ver las similitudes y diferencias inducidas por las
diferentes microestructuras.
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Figura 33: Potencial zeta externo e interno y conductancia en funcion del tipo de cemento para la relacion
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Los valores de conductancia para cementos autoclavados son mas elevados que para
cementos fraguados a 37°C. Todos estos cementos presentan un potencial zeta externo
negativo inferior a -20 mV. Las muestras C tienen un potencial zeta interno negativo al
contrario de los dos otros cementos presentados. Aunque ya se ha explicado que la
presencia de fases solubles puede alterar los valores de potencial Z debido a la adsorcion
de iones, esto no explica el cambio de signo entre la muestra F y la C, fraguadas a 37C,
gue estan compuestas de hidroxiapatita Gnicamente.

Para explicar las variaciones en el signo de la carga de superficie entre estos dos cementos
(C y F), es importante tener en cuenta la naturaleza de los cristales de hidroxiapatita. La HA
tiene una estructura hexagonal y se sabe que la carga de las caras laterales de la red
hexagonal de hidroxiapatita no es la misma que la de las caras superior e inferior por causa
de los atomos que exhiben. Las caras hexagonales son negativas y las prismaticas son
positivas [37]. Asi, una posible hipétesis para explicar el cambio en el signo podria ser que
en el interior y exterior del cemento hay diferente proporcion entre caras laterales y
hexagonales segin como crezca y se disponga el cristal (Figura 34).

Esta organizacion, como la forma final de los cristales, va a depender de cémo se
dispongan las redes de hidroxiapatita en los cristales tal y como se representa en la Figura
34.

(a) T - b) | =0 =

(c)\%\ \ “:'3. = —~4a \  Redde
== T (@ + —w{ Hidroxiapatita

Figura 34: Representaciones de crecimiento posible de cristales en funcién de los ejes de desarrollo
preferidos. Distingas morfologias de los cristales se representan en los esquemas a, b, c y d.

La microestructura al SEM de la superficie de los cementos de hidroxiapatita muestra
cristales en forma de agujas para las muestras F y en forma de placas para las C. Un

g =\
3y
\'l‘.; 'bi'/

ETSEIB



Pag. 60 Memoria

articulo publicado por el grupo de investigacion del BIBITE [24] explica la influencia de la
granulometria del polvo de a-TCP sobre la microestructura de la manera siguiente. La
granulometria del polvo de a-TCP mas fina (F) presenta una superficie especifica
disponible para reaccionar mas grande lo que favorece la disolucion de este polvo
obteniéndose un grado de supersaturacién muy elevado. A su vez esta supersaturacion
favorece la creacion de numerosos nuicleos pero evita su crecimiento dando lugar a una red
de cristales en forma de agujas. Con el polvo de mayor granulometria, el C, el grado de
supersaturacion es inferior lo que causa la formacién de menos nucleos pero favorece el
crecimiento de placas mayores.

Las diferencias observadas en potencial zeta entre los materiales F y C podrian pues
explicarse en relacién a la disposicién de las caras cristalograficas en cada uno de los
cristales. Segun la Figura 34, las agujas en el cemento F crecerian segun el esquema c y
las placas del cemento C segun el esquema b.
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5 Conclusiones

Se deduce de la preparacion de cementos de hidroxiapatita con varias microestructuras y
porosidades y el posterior estudio de su carga superficial las conclusiones siguientes.

Respecto a la preparacion de los cementos de hidroxiapatita, variaciones en el grado de
supersaturacion del polvo de a-TCP controlado por su granulometria (C y F) y por las
condiciones de fraguado (37°C vs autoclave) provocan la formacion de cristales con
tamafio y forma diferentes. Cementos C fraguados en el autoclave a la temperatura de
120°C y presion de 1 bar, presentan un tamafio de cristales inferior a los cementos
fraguados a 37°C. Los cementos C autoclavados tienen cristales en forma de pequefas
placas nanométricas alargadas, de tamafio similar al de los cristales en forma de agujas de
los cementos F fraguados a 37°C, mientras que los cementos C fraguados a 37°C
presentan cristales en forma de placas sub-micrométricas.

Los valores de potencial zeta externo para ambos tipos de cristales son negativos. Los
cementos con cristales sub-micrométricos tienen un potencial zeta externo negativo
alrededor de -23 mV. En el caso de las dos microestructuras nhanométricas el potencial zeta
externo es negativo también, oscilando entre -20 y -35 mV. Con respecto a los valores de
potencial zeta interno, los cristales sub-micrométricos contindan dando (en general) valores
negativos mientras que los nanométricos (en forma de placas o de agujas) son positivos.

La variaciéon de la relacién liquido/polvo en los cementos fraguados a 37°C tiene poca
influencia en la microestructura de la superficie de las muestras pero cambia su porosidad
interna lo que afecta a los valores de potencial zeta interno: son menos negativos con el
aumento de la porosidad. En el caso de los cementos autoclavados la variacion en la
relacién liquido/polvo no afecta significativamente la porosidad y tampoco los valores de
potencial zeta.

Aunque se ha demostrado que la porosidad es un parametro muy relevante en la
evaluacion de la carga superficial de los materiales, el tiempo limitado de este trabajo no
permitid estudiar de forma exhaustiva el efecto de este parametro en los cementos F que
hubiera sido muy util en la interpretacion y validacion de los resultados.
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6 Costes y evaluacion medioambiental

Esta parte presenta una estimacion de los principales costes y del impacto medioambiental
y social de este proyecto.

6.1 Costes

6.1.1 Coste total

La Tabla 6 presenta el coste total estimado de este proyecto.

tipo de gasto coste (€)

material 529,37
Equipamiento 9968,00
Personal 13940,00
coste total del proyecto 24437,37

Tabla 6: Coste total del proyecto

El detalle de los diferentes costes es presentado en las siguientes partes.

6.1.2 Coste de los materiales

La Tabla 7 presenta el coste total estimado de los principales materiales.

tipo de gasto coste (€/goLom?) [coste (€)

CaHPO, 0,17 89,40
CaCoO, 0,47 91,56
Hoja de Tefldn 16,67 6,00
Ca;o(PO4)(HO), 0,02 0,25
KCl 0,15 10,35
Na,HPO, 0,06 0,61
Agua distilada 2,00 40,00
Agua milliQ 3,50 280,00
MeOH 56,00 11,20
coste total de los materiales 529,37

Tabla 7: Coste total de los materiales
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6.1.3 Coste del equipamiento

La Tabla 8 presenta el coste total estimado del equipamiento.

tipo de gasto coste (€/h) coste (€)
SurPASS 30 9000
SEM 36 360
coste (€/muestra) |coste (€)
DRX 7 28
Porosimetria de mercurio 145 580
coste total de equipamiento 9968
Tabla 8: Coste total del equipamiento
6.1.4 Coste del personal
La Tabla 8 presenta el coste total estimado del personal.
tipo de gasto coste (€/h) |coste (€)
Tutora 70 3500
Técnico 45 315
Estudiante 15 10125
coste total del personal 13940

Tabla 9: Coste total del personal

6.2 Evaluacion medioambiental y social

Este proyecto tiene un gran impacto medioambiental y social. Puesto que este trabajo esta
centrado en la caracterizacion de materiales que se usan para aplicaciones biomédicas el
impacto social es muy elevado y positivo.

Es importante mencionar que el protocolo para la sintesis de los reactivos y la preparacion
de los cementos fue pensado para tener el menor impacto medioambiental posible. Los
principales reactivos usados y los productos fabricados durante este proyecto no son
peligrosos para el medio ambiente y las reacciones no producen productos segundarios.
Ademas, la hidroxiapatita, principal producto del proyecto, es un material inerte y facil de
reciclar.

Sin embargo, no se puede llevar a cabo este proyecto sin ningun tipo de contaminacion.
Por un lado, para reducir el impacto de los residuos, todos los restos se desecharon
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siguiendo el protocolo de clasificacién del BIBITE, separados segun su naturaleza. Por otro
lado, el consumo energético seria el punto que puede provocar la contaminacién mayor.
En efecto, todos los aparatos usados tienen un consumo no despreciable de electricidad.
Ademas, los tratamientos térmicos necesarios se realizaban con temperatura hasta
1400°C.

Con respecto al impacto en la salud, se trabajé en campana cuando se hizo necesario el
uso se disolventes como el Metanol y Tolueno cuyas emanaciones son toxicas.
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