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Resum

L'objectiu d'aquest projecte és desenvolupar ciments de fosfat de calci dopats amb
cobalt per la substitucio i regeneracié de teixit ossi. Actualment, en el disseny d'un material
per regeneracidé 0ssia, a més dels requeriments de biocompatibilitat, bioactivitat, reabsorcio
i osteoconductivitat, es busca que el material indueixi la formacié de nous vasos sanguinis
(angiogenesi), per tal d'afavorir la generacio de teixit ossi (osteogénesi). En aquest treball,
l'estratégia seguida per tal de millorar la capacitat osteoinductiva d'un ciment de fosfat de
calci, és el dopatge amb un element d'efecte angiogénic, com és el cobalt. Es important
tenir en compte, pero, que aquest element, malgrat tenir un paper important en el
metabolisme del teixit 0ssi, quan és present a concentracions que superen els 100-200 uM
provoca citotoxicitat.

Els ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt es van obtenir per addicié de
dissolucions aquoses de clorur de cobalt, a concentracions del 0.1, 0.5 i 1% en pes, en la
fase liguida del ciment. La fase en pols del ciment estava constituida per fosfat tricalcic-a i
un 2% en pes d'hidroxiapatita precipitada. L'addicio del i6 cobalt en la fase liquida del
ciment pot implicar la incorporacio del i6 en l'estructura cristal-lina del ciment, o per contra,
el i6 pot quedar adsorbit a la superficie dels cristalls. Els resultats obtinguts en aquest
estudi apunten cap a la segona opcio.

Per determinar 'efecte concret del dopatge amb cobalt sobre les propietats del ciment
de fosfat de calci, es va realitzar una caracteritzacié del ciment a nivell fisic, quimic i
microestructural. Les técniques de caracteritzaci6 emprades en la caracteritzacid
fisicoquimica i microestructural del material van ser la difraccié de raigs X, I'espectroscopia
infraroja de reflectancia total atenuada (ATR-IR), la microscopia de rastreig (SEM), la
picnometria d'heli i la determinacio de la superficie especifica mitjancant I'adsorcio fisica de
gas nitrogen. Aixi mateix, per determinar les propietats mecaniques es va realitzar un
assaig a compressio uniaxial. Es va observar que la preséncia de ions cobalt no interfereix
en el desenvolupament de la fase d'hidroxiapatita deficient en calci, perd disminueix el grau
de cristal-linitat del material. Tampoc van apareixer canvis de morfologia en la
microestructura dels ciments. En canvi, els temps de presa es van duplicar i la resisténcia a
compressié va presentar una lleugera tendéencia a l'alca. Per Ultim, mitjancant un estudi
d'alliberament de ions es va poder determinar la concentracié de cobalt alliberada pels
ciments durant una setmana i es va confirmar que aguesta quantitat era inferior al rang de

concentracions de cobalt considerat toxic.
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2. Introduccio

Durant les ultimes décades, lI'augment en l'edat mitjana de la poblacié actual ha implicat
l'aflorament d'una série de trastorns ossis associats a I'envelliment de la poblacié. Degut a
aquesta situacio, des de l'enginyeria de teixits i més concretament des del camp de la
ciéncia dels biomaterials, s'han desenvolupat diferents ciments de fosfat calci per la
substitucié i regeneracié 0ssia. Actualment, s'esta desenvolupant 'anomenada tercera
generacié de biomaterials. La qual cosa significa que l'atencié dels estudis actuals es
focalitza en el desenvolupament de materials per la regeneracié de teixits des d'una

estratégia el maxim de biomimética possible.

2.1. Objectius del projecte

L'objectiu d'aguest projecte és obtenir ciments de fosfat de calci amb propietats
angiogeniques per afavorir la regeneracio de teixit ossi mitjangant la incorporacioé de cobalt
a la fase liquida d'un ciment de fosfat de calci (CPC), basat en fosfat tricalcic-a (a-TCP). La

concentracio de cobalt sera optimitzada per tal d'aconseguir els seglients objectius:

» No interferir excessivament en la reaccid de presa del ciment, ni en la transformacio
d'a-TCP a hidroxiapatita (HA).

= Mantenir o millorar les propietats mecaniques del material.

= Alliberar quantitats de cobalt prop de concentracions terapeuticament rellevants
(100-200 uM)

Es important destacar que la principal restriccio del projecte es troba en la quantitat maxima
de cobalt que els ciments de fosfat de calci puguin alliberar. Una concentracié massa
elevada de cobalt alliberada a l'organisme és considerada perillosa, ja que el cobalt a
elevades concentracions, provoca citotoxicitat. Per tant, s'ha de confirmar que la quantitat
alliberada de cobalt pels ciments, no excedeix el rang de concentracions considerat

terapéuticament rellevant.
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2.2. Abast del projecte

Aquest projecte estableix la base per desenvolupar futurs estudis in vitro i in vivo per
avaluar la resposta cel-lular a la implantacio del ciment objecte d'estudi. El que seria la

seguent fase d'estudi, queda fora de I'abast del present projecte.
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3. Fonaments teorics

3.1. L'os

3.1.1. Estructurai funcié

L'os és un teixit viu i dinamic, esta sotmes a constant remodelacié i regeneracio. En termes
biologics, es descriu com a teixit connectiu. El teixit connectiu és el que uneix i actua com a

suport de les diferents estructures de I'organisme.

Des d'un punt de vista macroscopic, el teixit ossi és no homogeni, porés i anisotropic. La
porositat varia de forma continua des d'un 5 a un 95%. A aquest nivell, I'os es classifica en

compacte o cortical i esponjos o trabecular.

Fig. 3.1  Seccio transversal d'un os, on s'observa os cortical i os trabecular [1]

L'os compacte o cortical (Fig. 3.2) es troba en la part externa de tots els ossos del cos
actuant de proteccié alhora que de suport, i presenta una estructura més densa que
I'esponjés. Consta d'una porositat entre el 5 i 10%. Esta format per anells concéntrics
disposats de forma paral-lela entre ells, estenent-se al llarg de I'eix major de I'os, envoltant
els anomenats canals de Havers (50um de diametre). Aquests serveixen de conducte per
als vasos sanguinis, els vasos limfatics i els nervis. Entre els anells concéntrics hi ha petits
orificis on s’hi troben els osteocits, cél-lules que tenen per funci6 el intercanvi de nutrients.
Cada un d'aquests sistemes cilindrics que contenen els elements anteriorment mencionats i

gue formen l'os cortical s'/anomena osteona.

g *==" N
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L'os esponjos (Fig. 3.2) és menys dens. Presenta una porositat entre el 50 i 95%. Es troba
normalment en els extrems dels ossos llargs, prop de les articulacions i a l'interior de les
vertebres. L'os esponjos és altament vascular i freqiientment conté medul-la dssia vermella,
on té lloc I'hematopoesi (la producci6 de cél-lules sanguinies). La unitat primaria anatomica
i funcional de l'os esponjés és la trabécula. Les trabecules son lamines d'uns 200 pm,
disposades de forma irregular. Formen una estructura esponjosa i contenen osteocits en el

seu interior que intercanvien nutrients amb els vasos sanguinis [1].

Osteocit
Canals de f y
Canalicles per al transport dintre d’'una
d’aliments_?gxigen de i llacuna
als ostedcits N
D ) Periosti

Artéria

CORTICAL
* ' Osteona
t
| t
! _ Llacuna
Capes concéntriques
: al voltant d’un
Nervi canal de Havers Llacuna

ESPONJOS

Fig. 3.2  Esbos 3D de I'estructura de I'os i micrografia del sistema Haversia (adaptat de [1])

L'os s'organitza estructuralment d'una manera jerarquica (Fig. 3.3). Aquest fet li permet
desenvolupar funcions molt diferents entre elles i és la causa del seu comportament

mecanic anisotropic.

Mentre que a nivell macroestructural es distingeix I'os esponjos i I'os cortical, a nivell
microestructural (de 10 a 500 um) es troben les estructures del sistema Haversia, les
osteones i les trabecules. A nivell submicrométric (1-10um), es detecten les estructures
lamelars. A nivell nanoestructural (des d'un centenar de nanometres a 1um), s'observa

col-lagen fibril-lar i mineral incrustat. A nivell subnanoestructural (per sota del centenar de
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nanometres), es troben elements constituents, com ara, cristalls d'HA, col-lagen i proteines

no col-lagenes organiques.

Collagen
molecule

Cancellous bone

Collagen

Collagen fibril

fiber

[

Lamella

Bone
Crystals

10-500 pm

Microstructure Nanostructure

Macrostructure Sub-microstructure Sub-nanostructure

Fig. 3.3  Estructura jerarquica de I'os, des del nivell macroscopic al subnanometric [2]

L'os desenvolupa diferents funcions fonamentals en l'organisme que es poden agrupar en

funcions mecaniques, sintetiques i metaboliques:

» Funcions mecaniques: protegir els organs vitals, ajudar als musculs en la produccio

de moviment i sostenir la massa corporal.

» Funcions sintétiques : allotjar la medul-la Ossia que produeix globuls blancs i

vermells.

» Funcions metaboliques: mantenir els nivells de minerals com el calci i el fosfor.
Emmagatzemar factors de creixement, com la proteina morfogenética ossia (BMP) i
factors de creixement transformant (TGF). Emmagatzemar acids grassos. Mantenir

I'equilibri acid-base. Funcié de desintoxicacié de la sang.

7 — N
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3.1.2. Composici6 de l'os

L'os és un material compost. La fase mineral constitueix el 60% del pes de I'os i es compon
gairebé integrament d'hidroxiapatita (HA) deficient en calci carbonatada i petites quantitats
de magnesi, sodi, potassi, fluorurs i clorurs. La matriu organica de I'os, que és el 30% del
seu pes total, es compon principalment de col-lagen (90-95%) i 5-8% de proteines no
col-lagenes com l'osteocalcina, osteonectina, proteoglicans, la proteina morfogenética

ossia, proteolipids i fosfoproteines. EI 10% restant s'atribueix a aigua.

L'hidroxiapatita precipita en els buits que deixen les fibres de col-lagen i presenta la seguent

formula:
Cag,30,7(PO4)g,3(HPO4,CO3) 1,7 (20H, CO3)o15
On[_]representa una vacant [3]
Les caracteristiques principals de I'HA deficient en calci carbonatada son:

= és deficient en calci, per tant, la seva estructura cristal-lina presenta vacants, esta

distorsionada.
» presenta grups CO;” en la seva estructura (substitucié de grups PO,%)

= la seva composicié no és estequiomeétrica. Presenta una estructura molt oberta capag

d'acceptar altres espécies com ions: Na*, Mg*, K*, Cl o F’
» és poc cristal-lina (250-500 x 30 A)

= presenta una elevada superficie especifica

3.1.3. Histologia o0ssia

Les cel-lules ossies son les responsables de produir, mantenir i modificar I'estructura del
teixit ossi. Formen una capa cel-lular continua que cobreix totes les superficies de la matriu
extracel-lular. Es reconeixen quatre tipus de cel-lles oOssies: osteoblasts, cél-lules de

revestiment, osteoclasts i osteocits (Fig. 3.4).

g = |
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Resorcio ossia Cél-lules mare Cél-lules mare Formacio d'os
hematopoetiques mesenquimals :

g Cél-lules de
/ revestiment

8 i

Matriu ossia macrofagues Osteocits

Fig. 3.4  Estructura cel-lular ossia. Quatre tipus principals de cél-lules constitueixen el teixit ossi:

osteoclasts, osteoblasts, osteocits i cél-lules de revestiment [4]

= Osteoblasts: es troben situats en totes les superficies ossies on té lloc la formacié
activa d'os, ja sigui en les superficies externes, on solen quedar recoberts per
periosti, 0 bé en les superficies internes o endostiques. En el primer cas, els
osteoblasts formen part de la capa més interna del periosti. En el segon cas, es
troben entre la superficie ossia i elements del moll d’'os o bé entre I'esmentada
superficie i els canals vasculars. Funcionalment, no hi ha cap diferencia entre els
osteoblasts periostics i els endostics, pero I'activitat dels primers déna lloc a canvis
en la morfologia de I'os, mentre que la dels segons origina canvis en la densitat de

la massa o0ssia.

Produeixen la matriu extracel-lular no calcificada i presenten la morfologia tipica de
les cél-lules secretores de proteines. Els seus principals productes sén les fibres de
col-lagen tipus | (90% del total) i els components no col-lagens de la matriu com son
els proteoglicans, fosfoproteines, glicoproteines i factors de creixement. Els
osteoblasts son cél-lules allargades, polaritzades, que segreguen matriu a nivell de
la superficie apical. L'eix longitudinal d’un osteoblast s'orienta paral-lelament a la
superficie ossia i a les fibres de col-lagen que ell mateix produeix. Els osteoblasts

també participen en la primera fase de la reabsorcié ossia.

» Osteoclasts: son els responsables de I'eliminacioé de teixit ossi un cop el procés ha

estat iniciat pels osteoblasts. Son les cél-lules que realitzen la reabsorcié d’'os. Des
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del punt de vista funcional i de desenvolupament, sén completament diferents de la
resta de cel-lules Ossies. Els precursors dels osteoclasts son cel-lules d'origen
sanguini, de la linia hematopoética. Aquestes cél-lules es fusionen per donar lloc als
osteoclasts, que contenen nombrosos lisosomes amb hidrolases acides. No hi ha
comunicacions directes entre els osteoclasts i les altres cél-lules oOssies. La

comunicacio és indirecta, mitjangant intermediaris quimics.

= Cel-lules de revestiment: sén cel-lules en repos que es troben sobre les superficies

ossies inactives. En el cas de l'os adult, poden cobrir el 80% de les superficies
trabeculars i endocorticals. Son, de fet, una fase de diferenciacio terminal dels
osteoblasts. Son cél-lules aplanades i amb pocs granuls. Una fina capa de teixit
connectiu no mineralitzat de 100-150 nm separa les cel-lules de revestiment del limit
mineralitzat de l'os. Les cel-lules de revestiment no mostren normalment cap
activitat mitotica pero, en ser estimulades, poden transformar-se de nou en

osteoblasts.

= Osteocits: son les uniques cel-lules que es troben situades a l'interior de la matriu

3.1.4.

L'os té

perque

ossia mineralitzada. Representen un grup d'osteoblasts que ha patit una
diferenciacié terminal i ha quedat atrapat en la matriu que s’acaba de calcificar. Se
situen en uns espais anomenats llacunes i mantenen comunicacié amb altres
cél-lules a través dels canaliculs. Aquests es troben envoltats per un fluid ric en

proteoglicans. [5]

Principis del procés de reparacio de fractur  es 0ssies

la capacitat Unica entre teixits de guarir sense la formacié d'una cicatriu fibrosa

diversos dels processos cel-lulars i moleculars que regulen la curacié de l'os

succeeixen mentre existeix desenvolupament esquelétic.

La curaci6 d'una fractura ossia té com objectiu restaurar el teixit ossi a les seves propietats

fisiques i mecaniques originals. Aquest procés esta influenciat per una varietat de factors

metabolics locals. Es a dir, la curacié adequada de I'os implica una complexa interaccio

entre cél-lules i citocines que treballen en concert amb factors de creixement.
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Les citocines son un conjunt de proteines que la seva funcié immunoreguladora és clau en
la resposta immunitaria en la inflamacio i en I'hematopoesi de diferents tipus cel-lulars. Els
factors de creixement s6n una série de proteines alliberades per plaquetes, macrofags i
fibroblasts. Els factors de creixement també son de vital importancia perqué apareixen en
totes les fases de curacié d'una fractura ossia. Aquestes proteines ajuden a vascularitzar i
indueixen a les cél-lules mesenquimals derivades, com ara monocits i fibroblasts, a migrar,
proliferar, i diferenciar-se en cel-lules dssies (Fig. 3.5). Els principals factors de creixement
que actuen sobre el teixit ossi son: les proteines morfogenétiques ossies (BMP), el factor
de creixement transformant-B (TGF-B), el factor de creixement de fibroblasts (FGF), el
factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF), el factor de creixement endotelial
vascular (VEGF) i els factors de creixement similars a la insulina (IGF). Les més estudiades
i conegudes d'aquestes proteines son les BMP, una familia de glicoproteines derivades de
la matriu oOssia. Les proteines morfogenétiques ossies indueixen a les cel-lules
mesenquimatiques a diferenciar-se en cél-lules ossies. Actualment en I'enginyeria de teixit
ossi, els factors de creixement representen un dels elements clau en combinacié amb

ceél-lules osteogeniques i bastides osteoconductives [6].

La reparacid6 d'una fractura oOssia es divideix convencionalment en quatre etapes,

plaquetes

Fig. 3.5  Factors de creixement en les primeres fases de la reparacio 0ssia [7]

cadascuna caracteritzada per un conjunt especific d'esdeveniments cel-lulars i moleculars
[8]. Perod a la practica, no hi ha una delimitacié clara de tals esdeveniments; de fet, existeix
un solapament entre les diferents etapes. Tot i aixi, el model de quatre etapes encara pot

ser un sistema util per a la descripcio dels esdeveniments basics que tenen lloc (Fig. 3.6):
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Formacié de Formacié del call tou o Formacio del call Remodelacié
I’hematoma fibrocartilaginds dur o ossi ossia

(Angiogeénesi)

Hematoma  Nous vasos sanguinis

Call Fractura
exdern curada
Call
intern !
Trabécula d’os esponjos Call ossi d'os
esponjos
a b c d

Fig. 3.6  Etapes de reparacio de la fractura ossia. a) Formacié de I'hematoma b) Formacio del call
tou o fibrocartilaginds: aquesta etapa inclou la formacié de nous vasos sanguinis
(angiogenesi), un call extern i un intern ¢) Formacié del call dur o ossi d) Remodelacié
ossia: el call és substituit per os lamel-lar i la vascularitzacié torna al seu estat normal. [9-
10]

Etapa 1, formacié de I'hematoma__: la fractura s'associa a una alteracié de la integritat local

del teixit, la interrupcié de la funcié vascular, i una distorsié de l'arquitectura ossia. Aquest
dany condueix a l'activaci6 de les vies no especifigues de curacid de ferides que
acompanyen les lesions no esquelétiques. La extravasaci6 (sagnat) en el lloc de la fractura
esta continguda pel teixit circumdant i es desenvolupa un hematoma. Plaquetes, macrofags
i altres cel-lules inflamatories s'infiltren a I'nematoma, entre els fragments fracturats, per
combatre la infeccié. Secreten citocines i factors de creixement, i de la coagulacio en

resulta un trombe de fibrina.

Etapa 2, formacio6 del call tou o fibrocartilaginés . aguesta etapa esta controlada a nivell

cel-lular per condrocits i fibroblasts. Aquestes cél-lules produeixen un call tou semirigid que
€s capag de proporcionar suport mecanic a la fractura. En aquest etapa també es produeix

una invasio de cel-lules endotelials vasculars per dur a terme el creixement de capil-lars
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sanguinis (angiogenesi). L'angiogenesi és provocada per l'estimulacié dels factors: VEGF,
BMP, FGF-1i TGF-B [9].

Etapa 3, formacid del call dur o0 ossi__: representa el periode més actiu de I'osteogénesi.

Es caracteritza per alts nivells d'activitat dels osteoblasts i la formacié de matriu 0ssia
mineralitzada, que sorgeix directament al call de manera periféerica. El call tou insegur es va
retirant gradualment a la vegada que apareix 0s nou i vascularitzacié. L'os nou es coneix
com call dur i és normalment molt irregular. Es sap que la vascularitzacio és critica per la
formacié del call dur, es necessita un augment en la pressié d'oxigen per tal que els
osteoblasts s'hagin pogut diferenciar. A més, I'estimulacio de la formacié de vasos utilitzant

factors angiogénics augmenta la formacio del call dur i la curacio de la fractura.

Etapa 4, remodelacié ossia : l'etapa final de la reparacié de fractures consisteix en la

remodelacié del teixit del call dur ossi en l'os cortical o trabecular original. El procés de
remodelacié és impulsat per un procés de resorcié 0ssia seguida per la formacié d'os
lamel-lar. ElI procés de neovascularitzaci6 es manté actiu. La remodelacié de l'os es

produeix lentament durant mesos o anys.

Un procés critic en la curacio de I'os és l'aparicio de vasos sanguinis en el call de fractura.
L'angiogénesi, la formacié de nous vasos sanguinis a partir dels preexistents, és estimulada
després de la fractura per la produccié local de nombrosos factors de creixement
angiogenics. En el teixit ossi, els vasos sanguinis no només serveixen com a font d'oxigen i
nutrients, sind que també subministren calci i fosfats, base per a la mineralitzaci6é. A més,
els vasos sanguinis en la medul-la ossia semblen tenir un paper important per a les
cel-lules mare formadores d'os esquelétic [11]. La connexié entre l'angiogenesi i
l'osteogenesi és també evident durant la curacid de fractures o0ssies, ja que una resposta
angiogenica oportuna i coordinada és de vital importancia per a una correcta reparacio
ossia. Una vascularitzacié ossia inadequada esta associada a la disminucié de formacio
d'os i la disminucié de massa 0ssia. D'aqui, se'n desprén la idea que un dels requeriments

d'un ciment de fosfat de calci per substitucié ossia ha de ser: afavorir I'angiogénesi.

Amb la fractura existeix ruptura de vasos sanguinis, la qual cosa implica que el lloc de la
fractura presenta condicions d'hipoxia (estat de deficiencia d'oxigen). L'activacié de la via de
senyalitzaci6é d'hipoxia estimula la produccio de factors de ceixement com el VEGF, per part
de diversos tipus de cel-lules presents en el lloc de fractura (Fig. 3.7). D'altra banda, la

formacié de vasos sanguinis dona suport a la invasié de cel-lules inflamatories, que



Pag. 18 Memoria

§ factors
1 céllules  — ,roangiogénics
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Fig. 3.7  Esquema de la resposta angiogénica durant la reparacié d'una fractura ossia. [11]

contribueixen activament al procés de curacid de la fractura i produeixen citocines
proangiogéniques. Durant la formacié del call tou i dur, el sistema vascular també
intercedeix en la migracid de cel-lules progenitores al lloc de la fractura i promou la
regeneracio ossia mitjancant el subministrament d'oxigen, nutrients i els ions necessaris per

a la mineralitzacio.

Durant els dltims anys, s'han descobert una gran quantitat de factors de creixement que
estimulen l'angiogénesi i que també son importants durant el desenvolupament dels 0ssos i
la curaci6 normal de les fractures ossies. Alguns d'aquests factors que estimulen
l'angiogénesi directament son: el factor de creixement endotelial vascular (VEGF), el factor
de creixement placentari (PIGF), el factor de creixement de fibroblasts (FGF) o membres de
la familia beta del factor de creixement transformant (TGF-B). Altres principalment regulen
la produccié de molécules angiogéniques; en sén exemples: les proteines morfogenétiques
de l'os (BMP), el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF) i els membres de la
familia del factor de creixement similar a la insulina. Els factors més ampliament estudiats i

coneguts en relacio a lI'angiogénesi son: el VEGF, el PDGF i el FGF.
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3.2. Substituts ossis

B Caracteristiques essencials d'un material per subst ituir i regenerar el teixit

OSSi:

Biocompatibilitat, osteogénesi, osteoinduccio, osteoconduccié i osteointegracié son els
guatre elements essencials requerits a un material per tal que existeixi regeneracio ossia i

una unié final entre I'os hoste i el material substitutori o d'empelt.

La biocompatibilitat pot ser la propietat del material substitutori més important. Es defineix
en termes generals com la capacitat d'un material o dispositiu "per dur a terme la seva
funcio prevista, incloent un perfil de degradacié apropiada, sense provocar cap efecte local
o0 sistemic indesitjat en I'hoste" [12]. Les respostes de I'hoste, tant positives com negatives,
han d'incloure la resposta dels osteoclasts/osteoblasts, una inflamaci6é prolongada, canvis

microvasculars, I'encapsulacio fibrosa, I'adsorcié de proteines i la proliferacioé endotelial.

L'osteogenesi és l'estimulacid i activacio de les cel-lules mare mesenquimals del teixit
circumdant de I'hoste que es diferencien en osteoblasts. Aquest procés es dur a terme per
una cascada de senyals i l'activacié de diferents receptors intracel-lulars, dels quals, els

més importants pertanyen a la familia B-TGF.

L'osteoinduccido ha estat definida de diferents maneres. Marshal Urist va ser un dels
primers a descriure aquesta com "un procés que suporta la mitogenesi de les cél-lules
mesenquimals perivasculars indiferenciades que porten a la formacid de cél-lules
osteoprogenitores amb la capacitat de formar os nou" [13]. El terme osteoinduccié implica
un mecanisme pel qual el teixit mesenquimatic é€s induit a canviar la seva estructura

cel-lular per esdevenir osteogenic, en altres paraules, per formar os.

L'osteoconduccié és la capacitat de I'empelt per servir com a plantilla per a la formacio
d'os mitjancant el foment de les cel-lules per adherir-se a la superficie, proliferar i produir

0s.

L'osteointegracié descriu la unié superficial entre 'os i el material substitutori.
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3.2.1. Substituts ossis naturals

L'empelt d'os és el segon trasplantament de teixit més comu, després del de sang.
Generalment, un empelt ossi es requereix per estimular la curacié ossia. A més, fusions
espinals, omplir defectes després de l'eliminaci6 de tumors ossis i diverses malalties
congenites poden requerir empelts ossis. Diversos metodes de reconstruccié de defectes
ossis estan disponibles, els més habituals son: l'autoempelt o trasplantament autoleg,
I'al-loempelt o trasplantament homoleg, la matriu ossia desmineralitzada (DBM) i empelts

sintetics com els de fosfat de calci i vidres bioactius [14].

3.2.1.1. L'autoempelt o trasplantament autoleg

L'os autoleg, esta considerat com I'estandard d'or dins els empelts ossis, proporciona una
osteoconductivitat i osteoinductivitat optimes i bones propietats osteogéeniques. Tot i aixi,
pot fallar en la practica clinica per la mort cel-lular durant el transplantament. Altres
limitacions inclouen pacients d'edat avancada o pediatrics i pacients amb malalties
malignes. A més, l'autoempelt s'associa a un 8.5-20% de complicacions, incloent la
formacié d'hematomes, la pérdua de sang, lesions del nervi, la formacié d'hérnia, infeccio,
lesio arterial, lesié ureteral, fractura, inestabilitat pélvica, i de vegades, dolor cronic a la zona
donant [15-16].

3.2.1.2. L'al-loempelt o trasplantament homoleg

En el 35% de tots els trasplantaments d'os s'utilitza teixit d'al-loempelt huma [17]. Els
al-loempelts estan disponibles en diferents preparacions i formes, i el seu maneig és
relativament facil. No obstant aix0, algunes consideracions de seguretat i biologiques s'han
de tenir en compte, com ara la transmissié de malalties, la disminucié de l'oferta, i un alt

nivell de fracas.

Els al-loempelts es poden aplicar com a estelles dos, o com al-loempelts corticals
estructurals, que poden ser vascularitzats o no vascularitzats. La incorporacié depéen tant de
les caracteristiques de I'hoste com de les caracteristiques de I'empelt. Les propietats dels

al-loempelts estan influenciades per la seva preparacio i la seva esterilitzacid. El procés de
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preparacio de I'al-loempelt pot ser fresc-congelat, liofilitzat, o desmineralitzat. La resisténcia
mecanica i la vascularitzacio en els al-loempelts liofilizats es redueixen significativament,
pero la congelacio és insuficient per a l'esterilitzacid, per tant, la irradiacié es porta a terme
sovint. Aix0 afecta la immunogenicitat del material d'empelt, pero també afecta a les
propietats mecaniques i biologiques, el que porta a una reduccié en els nivells d'una bona

incorporacio [18].

3.2.1.3. Matriu ossia desmineralitzada

La matriu 0ssia desmineralitzada és produida a través de la descalcificacio de I'os cortical.
Llavors, es processa per tal de reduir el potencial d'infeccié i la resposta immunogenica de
I'hoste. El material produit, la DBM, conserva l'estructura col-lagena trabecular del teixit
original i pot servir com una bastida osteoconductiva biologica malgrat la perdua de forca
estructural. No tots els resultats clinics sén uniformement bons, degut en part als metodes
de processament no uniformes. D'aqui que la matriu o0ssia desmineralitzada s'utilitzi

ampliament com un " extensor de I'empelt d'os " enlloc de com un substitut ossi [18].

3.2.2. Substituts ossis sintétics

3.2.2.1. Substituts ossis de fosfat de calci

El substituts ossis de fosfat de calci (Ca-P), s6n similars en composicié a la fase mineral de
l'os natiu i consisteixen principalment en hidroxiapatita (HA), fosfat tricalcic (TCP) o una
barreja bifasica de tots dos (BCP). Els substituts ossis de Ca-P estan disponibles com a
granuls, pastes i ciments. Les tecniques de fabricacié proporcionen porositat i area de

superficie especifica que tenen efecte sobre el seu potencial biologic i curatiu.

Mentre que tots els substituts ossis de Ca-P son bioactius, biodegradables i
osteoconductors, per si mateixos no sén osteoinductius. A més, els substituts ossis de Ca-
P sbn fragils, posseeixen poca resisténcia a la traccid i ofereixen una integritat estructural
limitada. Les seves propietats mecaniques es correlacionen estretament amb els
percentatges de porositat i mida de porus. Esta ben establert que la porositat és un factor

essencial en la formacié d'osteoide, perdo només quan la mida dels porus és superior a 100
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um [18]. La degradacié dels substituts ossis de Ca-P succeeix per la intervencio
d'osteoclasts i els macrofags, o es produeix per dissolucié in vivo. La cristal-linitat, la mida
de particula, l'area superficial, la porositat del material, aixi com I'entorn mecanic i biologic

juguen un paper molt important en el procés de degradacio.

3.2.2.2. Vidres bioactius

Els vidres bioactius estan compostos de calci, fosfor, i dioxid de silici. Variant les
proporcions d'oxid de sodi, oxid de calci i dioxid de silici, es poden produir tota gamma de
formes, des de solubles a no absorbibles. Tots dos posseeixen propietats d'integracié ossia
i osteoconductives. Tenen significativament major resisténcia mecanica en comparacié amb
les bastides de fosfat de calci. Els blocs de vidres bioactius poden fracturar en el procés de
conformacio i perforaci6. Com a consequéncia d'aixd son dificils de fixar a I'esquelet pero
s'han utilitzat amb exit com a expansors d'empelt ossi. Els vidres bioactius son fragils i
propensos a la fractura amb la carrega ciclica. Per millorar la seva resistencia a la fractura,
s'empren metodes com ara la incorporacié de fibres d'acer inoxidable o la incorporacié de

particules d'oxid de zirconi per augmentar la resisténcia a la flexio i la tenacitat.

3.2.3. Enginyeria de teixits

L'enginyeria de teixits €s un camp multidisciplinari que engloba la quimica, la biologia, la
medicina i la ciéncia dels materials, entre d'altres. Aquest camp multidisciplinari implica
I'aplicacié de principis i métodes utilitzats en enginyeria, aixi com en ciéncies biologiques,
per tal de comprendre la relacié entre estructura i funcié dels teixits i el desenvolupament

de substituts biologics que poden ser capacos de restablir, mantenir o millorar un teixit.

L’enginyeria de teixits se centra en la reparacié o substitucié de teixits mitjangant I'is de
biomaterials, les caracteristiques dels quals han anat evolucionant des dels seus inicis en
els anys 60 fins l'actualitat. En els anys 60 i 70 es va donar la primera generacié de
biomaterials. Durant aquest periode I'objectiu era reemplacar teixits mitjancant I'is de
materials inerts que generessin la minima resposta possible per part de I'organisme [19].
En els anys 80, durant la segona generacié de biomaterials va néixer el concepte de
bioactivitat. L’'objectiu era crear materials que presentessin caracteristiques iguals a les del
[
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teixit a reparar pero que induissin una resposta per part del teixit viu, per tal de promoure'n
la regeneraci6. Actualment ens trobem en la tercera generacid6 de biomaterials que
combina la recerca de materials bioactius i alhora biodegradables [20]. Per tal de
desenvolupar materials que tinguin capacitat per a estimular respostes biologiques per part
del teixit a reparar, aixi com actuar de suports temporals s'utilitzen tres elements ja sigui de
forma conjunta o separada: cel-lules cultivades i/o modificades geneticament al laboratori,
molécules que actuen com senyals quimics per tal que les ceél-lules es reprodueixin o
diferenciin i substrats 3D que imiten l'estructura d’'un organ o teixit amb I'objectiu de

reemplacar part d'un organ malmes que ha deixat de desenvolupar la seva funcio.

Fig. 3.8  Esquema dels principis de l'enginyeria de teixits. 1.Extraccid6 de cel-lules mare del
pacient a través d'una biopsia. 2.Expansié de ceél-lules in vitro. 3.Sembra de cél-lules
amb factors de creixement en una bastida. 4.Proliferacio cel-lular i diferenciacié ex vivo
en un bioreactor per simular I'entorn fisioldgic. 5.Implantacié al pacient de la bastida

amb cel-lules [21]

g *==" N
Loy
MR

ETSEIB



Pag. 24 Memoria

3.3. Biomaterials per a la reparacio i la regenerac i0 de teixit

0ssi

3.3.1. Fosfats de calci

Els fosfats de calci (CaP) s'usen com a biomaterials en la reparacio6 i regeneracio de teixit
ossi per la seva semblanca amb la fase mineral de I'os i dents. S6n bioactius, és a dir, que
promouen la formacié d'apatita biologica que interactua directament amb el teixit ossi a
nivell atomic. Aixo condueix a una unio fisicoquimica entre el implant i l'os, donant lloc a una
bona osteointegraci6. A més, els fosfats de calci també sén coneguts per ser
osteoconductors, son capacgos de proporcionar una plantilla per a la formacié d'os nou i
donar suport a I'adhesio i proliferacié d'osteoblasts. D'altra banda, les principals limitacions
per utilitzar fosfats de calci com a bioceramiques portants de carrega son les seves
propietats mecaniques, son fragils i presenten poca resistencia a fatiga. Les aplicacions
d'aquests materials sén: I'is en implants que no hagin de suportar carrega, com a material
de farciment en defectes ossis en cirurgia oral o ortopédica i en forma de recobriments per

a protesis metal-liques [22].

Existeixen dos tipus principals de fosfats de calci: els obtinguts per precipitacié d'una
solucié aquosa a temperatura ambient i els obtinguts per tractament térmic. En la taula
adjunta (3.1), es mostren els principals fosfats de calci d’interés biologic. Els fosfats que
s'obtenen per tractament térmic sén el fosfat tetracalcic, I'hidroxiapatita sinteritzada, el
fosfat tricalcic-a, el fosfat tricalcic-B i el fosfat monocalcic monohidratat, els altres fosfats

que apareixen a la taula s'obtenen per precipitacio a baixa temperatura.

El comportament dels fosfats de calci in vivo dependra de la solubilitat d'aquests. En
general, si un fosfat de calci és menys soluble que la fase mineral de I'os, trigara un periode
de temps llarg a degradar. En canvi, si la solubilitat del fosfat és més gran que la de la fase
mineral de l'os, es degradara. Cal destacar que en viu, hi haura també l'efecte de cél-lules,

com els osteoclasts, que contribueixen a la dissoluci6 del fosfat.
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Taula 3.1 Fosfats de calci d'interés bioldgic [22]

(*) indica que els fosfats de calci s'obtenen per sinteritzacié a temperatures elevades

Nom Férmula CalP Simbol

Fosfat tetracalcic Cay(PO,),° (") 2 TTCP
Hidroxiapatita Cay(POs)s(OH), () 1,67 HA
Hidroxiapatita precipitada Cayp.,HPO4),(PO4)s..(OH)-., 1,5-1,67 PHA

Hidroxiapatita deficient en calci Cag(HPO4)(PO,)s(OH) 1.6 CDHA
Fosfatde calciamorf ~ | = cccmmmemeeeee ACP
Fosfat tricalcic (., B) Ca,(PO,), (*) 1.5 TCP
Fosfat octacalcic Cag(HPQ,),(PO4)s-5H,0 1,33 QOCP

Fosfat dicalcic CaHPO, 1 DCP

Fosfat dicalcic dihidratat CaHPO,2H,0 1 DCPD

Fosfat monocalcic monohidratat Ca(H,PO,),H,0 (%) 0.5 MCPM

Per saber com es comportara un fosfat de calci a una temperatura i pH determinat, es
necessita llegir el diagrama de solubilitat per al sistema Ca(OH), — HsPO, — H,O (Fig. 3.9).
Com s'observa en el diagrama, per a un pH superior a 4.2 i a 37°C, el compost més estable
és HA, i que per sota d'aquest pH, el compost més estable és DCP. També es pot veure,
gue a pH inferior a 8.5, el compost més soluble és TTCP, i a valors de pH superiors a 8.5,

el compost més soluble és DCPD. Com a conclusié es pot afirmar que I'HA és el fosfat de
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Fig. 3.9  Diagrama de solubilitat per al sistema Ca(OH), — HsPO4 — H,O [23]
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calci més estable a pH neutre, ja que la seva solubilitat és inferior a qualsevol dels altres
fosfats calcics. Per tant, des d'un punt de vista termodinamic, la dissolucié de qualsevol
fosfat calcic a pH neutre, donara lloc a la precipitacié d’'HA. Aquest és el fonament basic
dels ciments de fosfat de calci. Aquests sén capacos d'hidrolitzar-se i evolucionar cap a un

sistema més estable, que seria I'HA, la fase mineral de I'os.

3.3.2. Ciments de fosfats de calci

Els ciments de fosfat de calci (CPC), s’obtenen a partir de la mescla d’'una fase solida
composta per un o varis fosfats de calci i una fase liquida formada per aigua o una

dissolucié aquosa.

A l'entrar en contacte les dues fases s'inicia la reaccié de presa que, no tan sols implica

canvis a nivell de composicié quimica sind que a més, implica canvis estructurals que es

Fase Solida

Mescla

Fase Liquida

@+

Pasta Plastica

Presa

Pasta Rigida

Enduriment

Fig. 3.10 Representacio esquematica de I'obtenci6 d’'un ciment
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manifesten a mesura que avanca la reaccio, en una variacio de la consistencia de la pasta.
Una vegada que la pasta de ciment aconsegueix certa consisténcia rigida, pot ser
col-locada en un defecte ossi, com a substitut de la part danyada de l'os, on s'endurira in
situ. La quantitat de liquid i pols que es barreja, determina les propietats de la pasta de
ciment, aixi com les propietats del cos solid final. Les fases de l'obtencié apareixen

esquematitzades en la figura (Fig. 3.10).

Les propietats quimiques i fisiqgues d'un determinat CPC condicionaran la resposta cel-lular
a la incorporaci6 del ciment. Per exemple, propietats quimiques com la carrega superficial
del ciment poden influir en fenomens bioldgics com l'adsorci6 de proteines, que
posteriorment condueixen a la diferenciacié osteoblastica, via interaccions de la matriu
extracel-lular. De la mateixa manera, propietats fisigues com ara la rugositat de la
superficie també afecten la diferenciacié cel-lular, influenciant I'adhesié cel-lular. Per tant,
€s critic caracteritzar un ciment de fosfat de calci per entendre la resposta cel-lular després

de la seva implantacio.

El concepte de ciments fosfat de calci apatitics va ser introduit per primera vegada per
LeGeros el 1982, i la primera patent de ciments de fosfat de calci que prenien a
temperatura ambient o temperatura fisiologica es va obtenir per Brown i Chow el 1986 [24].
Actualment, diversos CPC, amb diferents composicions de pols i components liquids estan
disponibles al mercat, i molts més estan en fase experimental. La majoria dels CPC donen
com a producte final HA o CDHA o bruxita, que son les fases més estables de 'ortofosfat
de calci a pH> 4,2 i pH<4,2 respectivament. Els ciments apatitics existents tenen una
composicié no estequiometrica, coneguda com a hidroxiapatita deficient en calci (CDHA)
(Caipx(HPO4)(PO4)sx (OH)y), on 1<x<0. A diferéncia de la hidroxiapatita sinteritzada
classica, que s'obté exclusivament a alta temperatura, aquests poden ser obtinguts a
temperatura ambient o corporal, de forma mimética a la hidroxiapatatita fabricada pel cos
huma [22].

La primera reaccio que té lloc en qualsevol CPC és la dissolucié inicial, que dependra de la
composicié quimica i el pH de la soluci6 com s'ha vist anteriorment. Els reactius dissolts
formen un microambient sobresaturat. Es la seva estabilitat relativa que conduira a la
formacié d'un dels productes finals o l'altre. Aixi que, basicament, la barreja de pols seca
amb una solucié aquosa indueix diverses transformacions quimigues, on els cristalls dels

ortofosfats inicials de calci es dissolen rapidament i precipiten en cristalls de CDHA o
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DCPD. Durant la segona fase, que és la precipitacid, els vidres acabats de formar creixen i
formen una xarxa de microagulles o microplaques de productes finals. Aquest

entrecreuament proporciona les propietats mecanigues. [3]

A diferéncia de les bioceramiques de fosfat de calci que estan disponibles en granuls o
preformes sinteritzades, els ciments de fosfat de calci autofraguables tenen el gran
avantatge de ser capacgos d'adaptar-se facilment a la forma del defecte ossi, rapidament
integrar-se en l'estructura oOssia i ser transformats per l'acci6 de les cel-lules oOssies
responsables de la remodelacié oOssia local. A més d'aquesta propietat diferencial, els CPC

presenten altres avantatges com ara:
A Tenen una biocompatibilitat i bioactivitat excel-lent
A S0On osteoconductors
A Presenten porositat intrinseca, oberta i interconnectada
A Tenen facil preparacio i maneig. També, facil emmotllament

A SOn injectables, fet que permet la seva aplicaci6 amb técniques de cirurgia poc

invasives i que el ciment s’adapti perfectament a la geometria del defecte.

A Son reabsorbibles, a diferencia dels materials ceramics tradicionals obtinguts per

sinteritzacio.
A Els seus components pols no sén toxics

A SOn bons vehicles per a sistemes d'alliberament controlat de farmacs degut a la
seva elevada superficie especifica i el fet que la seva reaccioé de transformacié no

és exotermica.

Malgrat les nombroses caracteristiques positives dels CPC que han estat citades, també

presenten certes limitacions que calen esmentar:

v Presenten una debil resistencia mecanica. La seva porositat intrinseca repercuteix
sobre la seva resisténcia mecanica, i per tant, limita la seva aplicacié quan es

requereixen altes sol-licitacions mecaniques

v Tenen manca de macroporositat. Aquest fet dificulta la vascularitzacio i una rapida

colonitzaci6 del teixit ossi.

v La biodegradacié in vivo pot ser més lenta que la velocitat de creixement d'os de

nova formacié
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3.4. Estrategies per estimular I'angiogenesiil'os  teogenesi

Durant els dltims anys I'Us de fosfats de calci per a procediments ortopédics va marcar el
canvi d'una era en l'enginyeria de teixits i la medicina regenerativa. La tecnologia es va
desplacar de la utilitzacié d'autoempelts i al-loempelts a aplicacions de materials sintetics
que oferien una alternativa que evitava les técniques quirargiques addicionals o I'is de
material cadaver. Actualment, les tendéncies generals en materials sintetics per a substituts
0ssis apunten cap a un nou canvi de paradigma. El nou model apunta a estendre les
propietats osteoconductives d'aguests materials a propietats osteoinductives. Per a aquest
proposit s'ha de reconéixer i tenir present que la capacitat d'estimular I'osteogénesi va
lligada a estimular I'angiogénesi, o la formacio de vasos sanguinis. Els dos processos estan

intrinsecament vinculats, ja que l'osteogénesi no seria possible sense l'angiogénesi.

Precisament una de les limitacions dels ciments de fosfat de calci és la incapacitat per
proporcionar suficient subministrament de rec sanguini durant les primeres etapes de la
regeneracio 0ssia. La neovascularitzacio d'un ciment implantat es produeix per la invasio de
vasos sanguinis que es deriven de la vascularitzacié circumdant del teixit hoste. No obstant
aixo, la lentitud de la invasio de vasos sanguinis (<1 mm per dia) [25] fa que sigui un procés
insuficient per a teixits de mida clinicament rellevant. Per superar aquest problema, s'han
proposat dos metodes per millorar la vascularitzacié i la conseqlient osteogenesi: el
subministrament local de factors de creixement angiogénics i I'ls de cél-lules endotelials
combinades amb biomaterials com a matriu suport, per a dissenyar una xarxa vascular que

permeti I'osteogénesi.

Dintre de l'estratégia d'addici6 d'un component biologic a un biomaterial per millorar
l'angiogenesi i consequent osteogénesi, en destaquen I'Us de factors de creixement
angiogenics com ara les proteines morfogenétiques ossies (BMP's) i el factor de

creixement endotelial vascular (VEGF), entre d'altres.

Les proteines morfogenetiques ossies (BMP's) sén una gran familia on cada proteina té un
paper unic. Dintre d'aquestes en destaca la proteina morfogenética o0ssia-2 (BMP-2). A
aguesta se li associa la conversio de cél-lules mesenquimals a osteoblasts, la condrogénesi
(desenvolupament de cartilag), també indueix al inici de la cascada de processos que tenen
lloc durant la reparacio de la fractura ossia i regula I'expressio d'altres BMP's [26]. Seguint

aquesta estrateégia s'han aconseguit molt bons resultats en moltes aplicacions, com en la
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fusio espinal lumbar inferior i en aplicacions dentals [27,28], perd en aplicacions de fusié
cervical (superior) de la columna vertebral ha portat a questions preocupants respecte a
seguretat i eficacia [29-31]. Les principals complicacions es relacionen amb la formaci6 d'os
ectopic (patologia que consisteix en formacié d'os fora del teixit connectiu) i en certes

situacions pot conduir a efectes secundaris molt greus.

Un altre factor de creixement de gran interés és el factor de creixement endotelial vascular
(VEGF). Aquest és estimulador de la proliferacio de cel-lules endotelials i s'expressa durant
la formacié oOssia endocondral (ossificacid que reemplaca el cartilag). EI VEGF també
estimula la diferenciacié a osteoblasts perdo només el BMP-2 esta implicat directament en la
diferenciaci6 de cél-lules mesenquimals a osteoblasts [10]. S'ha estudiat que la
incorporacié de VEGF millora la revascularitzaci6 en models animals [32], perd0 aquest
enfocament té limitacions a causa de la inestabilitat de la proteina in vivo i els possibles
efectes secundaris no desitjats. De fet, es requereix una dosificacié acurada del VEGF, ja
gue la sobreexpressio d'aquest factor de creixement angiogenic condueix a la formacié d'os
aberrant, fibrosi del moll d'os, vasos sanguinis anormals i hematopoesi extramedul-lar. Per
tant, la dosificacié dels factors de creixement angiogénics combinada amb biomaterials ha
de ser estrictament regulada, ja que si existeix excessiva estimulacié, apareixen efectes

adversos molt greus.

D'altra banda, diversos grups estan explorant I'addicié de cél-lules endotelials autologues
als implants d'enginyeria de teixits per tal d'accelerar I'establiment d'una xarxa vascular
funcional, pero existeixen diverses limitacions, com soén: la poca disponibilitat i la baixa
capacitat de proliferacié d'aquestes cel-lules. Tot i que aquesta estrategia té un potencial
prometedor, actualment, es troba encara en fase experimental, i per tant, la implantacio

clinica és quasi bé inexistent [33].

Degut a les limitacions de seguretat i eficacia d'aquestes dues estrategies i el seu elevat
cost, s'ha buscat més enlla de I'addicié de productes biologics i farmacologics als implants
per regeneracié 0ssia i s'ha investigat la incorporaciéo de ions amb efectes terapeutics.
Aquesta estratégia és potencialment més segura i consisteix en dopar bioceramiques de
fosfat de calci amb ions d'elements traga (Fig. 3.11). Es coneixen pel nom d'elements traca
aquells elements que en petites quantitats, executen una varietat de funcions elementals
dins la cél-lula. Alguns elements traca son cofactors, ions inorganics que han de ser

presents perqué un enzim sigui actiu. D'altres sén part de coenzims, molécules organiques
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» Estimulacio de la secrecio de » Estimulacié de marcadors
factors de creixement angiogénics osteogeénics
» Augment de la proliferacio de = Control sobre la diferenciacio
cel-lules endotelials osteogenica dels osteoblasts
» Estimulacio de la » Augment de la proliferacio
neovascularitzacio dels osteoblasts
Angiogénesi Osteogeénesi

Jaaa E NN

Alliberament de ions

a

Superficie d’una bastida per substitucio ossia

Fig. 3.11 Esquema de l'estratégia de dopatge de bioceramiques de fosfat de calci amb ions

d'elements traca per afavorir I'angiogénesi i l'osteogéenesi [36]

gue també han de ser presents perqué un enzim s'activi. Alguns exemples d'aquests

elements son: ferro, potassi, magnesi, calci, coure...

Els ions d'elements traca juguen un paper molt important en el metabolisme del propi os.
Per exemple, és conegut que el calci és un element clau en la remodelacié 0ssia, perquée
activa directament mecanismes intracel-lulars en els osteoblasts. El calci també augmenta
I'expressié dels factors de creixement similars a l'insulina, els IGF, els quals regulen la
proliferacié d'osteoblasts. Altres elements traca com el Li*, Zn®*, Sr*, Mn*"" i el Si*
estimulen l'osteogénesi i elements com el Mg®, Cu’, Co® afavoreixen l'angiogénesi i
consequentment l'osteogenesi [34-36].Dintre d'aquest context, dopar fosfats de calci amb
cobalt és d'interés perqué el cobalt que es pot alliberar d'aquests, pot tenir I'efecte d'agent

angiogenic.

Diferents autors apunten que els ions cobalt indueixen hipoxia (baixa pressié d'oxigen) a
nivell cel-lular, estabilitzant I'HIF-1a, un factor de transcripcié inductor de l'estat d'hipoxia
Ig\
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[37,38]. A través de la sequencia del factor de transcripcié HIF-1a, I'organisme respon a
l'estat d'hipoxia expressant una serie de gens relacionats amb ['angiogénesi i la

diferenciacié de cel-lules mare, i aixi s'accelera la regeneracio ossia.

Els ions cobalt es troben presents a I'organisme com a cofactors de la vitamina B12. Per
tant, es necessiten petites quantitats de cobalt per poder desenvolupar funcions biologiques
normals. El nivell total de cobalt en el cos huma és d'uns 1,1 a 1,5 mg. El 14% de cobalt
total s'emmagatzema a l'os, el 43% s'emmagatzema als musculs i la resta en els teixits
tous [39]. Malgrat la presencia de ions cobalt en el cos huma i el paper beneficiés que
desenvolupen en el mecanisme de reparacio de teixits, un excés de cobalt provoca dany
oxidatiu per ROS (especies reactives a I'oxigen) [40]. A més, una concentracio elevada de
ions Co®* pot tenir reaccions adverses greus per als teixits, aixi com, una toxicitat sistémica.
Un altre fet a tenir en compte és que els ions Co’* poden activar i augmentar la
diferenciacié de les cél-lules de resorcié osteoclastica de I'os, provocant ostedlisis aseptica.
En cas d'implant, aixd0 pot suposar un afluixament daquest [41]. Per aquests motius,
diferents estudis han establert un rang de concentracions de ions cobalt de rellevancia
terapéutica (100-200ug o 6-12ppm), el limit del qual no s'ha de superar o es suscitaria perill
de citotoxicitat [37,42].

Degut al coneixement dels ions cobalt com agent angiogeénic, l'estrategia de dopar
bioceramiques amb aquest element, té un potencial prometedor en el camp de I'enginyeria
de teixits i la medicina regenerativa per estimular la regeneracié ossia. De fet, préviament a
aguest estudi, alguns autors han avaluat i estudiat l'addicié de ions cobalt a diferents
bioceramiques com vidres bioactius o hidroxiapatites sintetiques. Wu et al. van recrear
condicions d'hipoxia dopant bastides mesoporoses de vidres bioactius amb un 2 i 5% de
cobalt [43]. En aquest estudi es va observar que I'addicié d'un 2% de cobalt en les bastides
augmentava l'expressié del HIF-1a i la secreci6 de VEGF respecte les bastides sense
cobalt. En canvi, es va demostrar que amb una concentracid d'un 5% de cobalt no
s'aconseguia la mateixa eficacia. Hoppe et al. van reportar resultats similars a aguests quan
van dopar bastides de vidres bioactius amb un 1 i 5% de cobalt [44]. Azevedo et al. van
comprovar que només amb I'addicioé d'un 0.5% de cobalt a vidres bioactius, s'incrementava
al doble I'expressio del HIF-1a. En el mateix estudi es va observar que dopant les bastides
amb un 4% de cobalt, la quantitat de ions alliberada a I'organisme provocava citotoxicitat
[45]. Recentment, Kulanthaivel et al. han dopat hidroxiapatita sintética amb ions magnesi i

cobalt al 5% amb resultats satisfactoris [46]. Encara que fins ara el nhombre d'estudis és
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reduit, els resultats indiquen que l'estratégia de dopar biomaterials amb ions cobalt és una

estrateégia interessant per a aplicacions en enginyeria de teixit 0ssi.

g *==" N
Loy
MR

ETSEIB






Sintesi i caracteritzacio de ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt per estimular la regeneracio de teixit ossi  Pag. 35

4. Materials i méetodes

En aquest treball es van preparar diferents ciments de fosfat de calci (CPC) dopats amb
cobalt. La fase solida d'aquests ciments consisteix en una mescla formada majoritariament
per pols de fosfat tricalcic a (a—TCP) i una petita part d’hidroxiapatita precipitada (PHA).
Com a fase liquida dels ciments s'utilitzen dissolucions aquoses de sal de cobalt (CoCl,) a
diferents concentracions i dissolucions aquoses al 2,5% en pes d’hidrogenfosfat de sodi
(Na,HPO,) amb diferents continguts de sal de cobalt. A continuacid, s'explica quin és el

procés d’obtencio de la fase solida, aixi com de la fase liquida dels ciments.

4.1. Fase pols dels ciments

4.1.1. Preparacio i sintesi

La fase pols dels ciments de fosfat de calci es va obtenir per sinteritzacié d'una mescla
estequiomeétrica de carbonat de calci (CaCO3) i hidrogenfosfat de calci (CaHPQO,), segons

la reaccio en estat solid:
CaC03 +2 CaHPO4 — Cag(PO4)2 + COZ + HZO (EC 41)

D'acord amb I'estequiometria de la reaccid, per a obtenir 150g de fosfat tricalcic es van
mesclar 48,3999 de carbonat de calci (CaCO3, Sigma-Aldrich C4830) amb 131,589¢g
d’hidrogenfosfat de calci (CaHPO,, Sigma-Aldrich C7263). Per poder assegurar
I'hnomogeneitat de la mescla, totes dues pols es van mesclar en sec durant 15 minuts a
1425 rpm en un mesclador automatic (Whip Mix). A continuacio, la mescla homogeénia es
va introduir en un gresol de plati-rodi i es va col-locar al forn (Obersal CNR-58) per poder
realitzar un tractament termic. L'objectiu final d'aquest tractament térmic €s aconseguir
fosfat tricalcic de fase a. Cal esmentar que el fosfat tricalcic té tres fases al-lotropiques: a',a
i B. La fase B és estable des de valors de temperatura ambient fins els 1180°C i presenta
una estructura hexagonal, mentre que la fase a que ens interessa, és estable a

temperatures superiors a 1180°C i té estructura monoclinica.
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El tractament térmic, com s'observa en la Fig. 4.1, consta de tres rampes d'escalfament,
tres etapes a temperatura constant i una ultima etapa de refredament que consisteix en un
tremp a l'aire per evitar la reversié de la fase a a f3.

1600 -
1400
1200 - 4
1000 -
800 - 3
600

400 2

Temperatura(°C)
.\\.

200 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16

t (hores)

Fig. 4.1 Esquema de les etapes del tractament térmic per I'obtencié de la pols d'a-TCP

Les especificacions de cada etapa del procés de sinteritzacié dut a terme son les seglents:
= Etapa 1: escalfament fins a 300°C durant 1.45 hores a una velocitat d'escalfament de
2.5°C/min
= Etapa 2: eliminacio d'aigua i dioxid de carboni a 300°C durant dues hores.
» Etapa 3: escalfament fins a 1100°C durant 5 hores a una velocitat d'escalfament de
2.5°C/min
» Etapa 4: estabilitzacié durant dues hores a 1100°C per permetre la transformacié de la

fase B a la fase a

» Etapa 5: escalfament fins a 1400°C durant dues hores a una velocitat d'escalfament
de 2.5°C/min

Etapa 6: estabilitzacié a 1400°C durant dues hores. Aquesta etapa té com a objectiu la
total transformacio a a-TCP.

Etapa 7: tremp a l'aire per tal de retenir la fase a a baixa temperatura.
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Durant l'escalfament inicial fins 300°C s'elimina l'aigua que apareix com a producte de la

descomposicid de dues molécules d'hidrogenfosfat de calci (monetita) en pirofosfat de

calci: 2CaHPO, — Ca,P,0; + H,O

De 300°C a 1100°C es produeix la descomposicio del carbonat de calci a oxid de calci i

dioxid de carboni: CaCO; — CaO + CO,

Durant I'etapa 4, a 1100°C es produeix la reaccio en estat solid:

CaO + Ca,P,0; — B - Cag(PO4)2

A 1180°C es produeix la transformaci6 al-lotropica de 3 a a i es continua l'escalfament fins
1400°C per assegurar-se d'una conversi0 de fase completa. Fer un escalfament fins
1400°C permet treure el gresol del forn i realitzar un tremp a l'aire sense que la fase a
reverteixi a la fase metaestable . Un cop es va retirar el gresol del forn es va procedir a
realitzar el tremp a l'aire amb I'ajuda d'un ventilador. També es va esmicolar la mostra amb

un martell per facilitar el refredament del material a la maxima velocitat possible, i aixi

retenir la fase a del TCP.

Fig. 4.2 Tremp a l'aire d'a-TCP

Per a la realitzacié d'aquest projecte es van sinteritzar quatre lots de 1509 de fosfat tricalcic

a seguint el mateix procediment descrit anteriorment.
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4.1.2. Molta del fosfat tricalcic a

La molta de les escames d'a-TCP obtingudes després del tremp és una etapa important en
el procés de fabricacié del ciment de fosfat de calci, ja que determinara la mida de particula
de la fase solida del ciment. La mida de particula és una variable que afecta a la cinética de
reacci6 de fraguat del ciment de fosfat de calci, condiciona les seves caracteristiques micro
i nanoestructurals i les consequents propietats mecaniques [47]. Per tant, és necessari fixar
aquesta variable en el procés de molta mitjancant un protocol per poder tenir la mateixa
distribuci6 de mida de particula en tots els lots de pols de ciment preparats durant el
projecte.

Un protocol de molta consta dels seguents parametres:
1. El temps de molta. En general, aquest parametre afecta significativament el nivell
d'afinament de la pols.
2. La velocitat de rotacié del moli. A més velocitat, més efectiva sera la fragmentacié
de les particules.
3. El material, numero i dimensions de les boles a utilitzar. Per exemple, si els
fragments de material a moldre s6n grans, sera necessari una primera etapa de

molta amb boles grans per esmicolar al maxim els fragments i una segona molta

amb boles més petites per I'afinament de la pols.

Fig. 4.3 Particules d'a-TCP abans i després de la molta segons el protocol 15:450

El protocol de molta amb el qual es va treballar durant el projecte fou el 15:450. La mida

mitjana de particula que s'aconsegueix és aproximadament de 5,56um. Aquest protocol
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consta d'un temps de molta curt de 15 minuts a una
velocitat de rotacio de 450 rpm. Es van utilitzar 10 boles
grans d'agata (99.9% SiO,) de 30mm de diametre que
tenen bona resisténcia a I'abrasio i permeten treballar amb
materials de duresa elevada. Aquestes boles s'introdueixen
en un recipient d'agata de capacitat 500ml i a sobre d'elles,
per optimitzar la molta, s'hi afegeix 145g d'a-TCP (Fig. 4.3).
El recipient es tanca i segella, i es col-loca en un moli
planetari (model Pulverisette 6, Fritsch GmbB) (Fig. 4.4).

Fig. 4.4 Moli planetari

4.1.3. Additiu de la fase solida

Per facilitar la reaccid de presa del ciment s'afegeix un 2% en pes d’hidroxiapatita
precipitada (PHA, Merck ref.1.02143.1000) al fosfat tricalcic a sinteritzat i molt. Les
particules d'hidroxiapatita precipitada actuen com a germen o llavor per la cristal-litzacio de
la fase producte de la reaccid, la hidroxiapatita deficient en calci (CDHA). Es a dir, les

particules d'HA precipitada tenen l'efecte d'afavorir el procés de nucleacio heterogenia.

Per aquest motiu, a cada lot de 145g d'a-TCP pols es van afegir 2.9g de PHA. A
continuacio, per homogeneitzar el conjunt de les dues pols, aquestes es mesclen en sec
durant 15 minuts a 1425 rpm en un mesclador automatic (Whip Mix). Finalment, la pols de
ciment obtinguda s'introdueix dins de recipients de plastic tancats herméticament i

s'emmagatzemen en un dessecador a temperatura ambient.

4.2. Fase liquida dels ciments

En el cas dels dos ciments control la fase liquida consisteix en una dissolucié aquosa al
2.5% en pes d'hidrogenfosfat de sodi (Na,HPO,) en un, i aigua destil-lada en l'altre. Per a la
resta de ciments s'empren dissolucions aquoses de sal de cobalt (CoCl,) i dissolucions
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aquoses al 2,5% en pes d’hidrogenfosfat de sodi (Na,HPO,) amb diferents continguts de
sal de cobalt (CoCly).

4.2.1. Solucio d'hidrogenfosfat de sodi

La dissolucié d’hidrogenfosfat de sodi (Na,HPO,) actua com accelerant de la reaccio de
presa del ciment. Per a la preparacié de la dissolucié al 2.5% en pes es dissolen 2.5 g de
Na,HPO, (Merck, ref.1.06586.0500) en 100ml d'aigua destil-lada amb I'ajuda d'un agitador

magnetic i posteriorment, la dissolucio obtinguda es conserva a temperatura ambient.
4.2.2. Soluci6 de sal de cobalt

Es van preparar dues series de tres dissolucions diferents de sal de cobalt cadascuna. Cal
esmentar que es va treballar amb baixes concentracions de cobalt per evitar problemes de

possible toxicitat.

La primera serie estava formada per tres dissolucions aquoses al 2,5% en pes
d’hidrogenfosfat de sodi (Na,HPO,) amb continguts de cobalt de 0.1%, 0.5% i 1% en pes.
Per obtenir-les es van dissoldre respectivament: 0.044g, 0.22g i 0.44g de CoCl, (Sigma
Aldrich C8661) en 20ml de dissolucié aquosa d’hidrogenfosfat de sodi (Na,HPO,) al 2.5%

en pes amb I'ajuda d'un agitador magnetic.

Es va observar que al afegir sal de cobalt a la dissolucié accelerant es formaven
immediatament precipitats d'un compost de coordinacié entre els ions hidrogenfosfat i els
ions cobalt. Encara que es va procedir a allargar el temps d'agitacio, els precipitats del
complex no van desaparéixer. Aquests precipitats es poden detectar a simple vista com

s'aprecia en les imatges Fig. 4.5 Fig. 4.6

Precipitats

+ — Complex
[Co(HPO,}]

(HPO,)>
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Per evitar l'aparicié de precipitats en les dissolucions que es convertiran en la fase liquida
del ciment, es va procedir a preparar una segona seérie de tres dissolucions aquoses de
CoCl,, sense preséncia d'hidrogenfosfat de sodi. Aquestes tres dissolucions contenen un
0.1%, 0.5% i 1% en pes de cobalt cadascuna. Per obtenir-les es van dissoldre
respectivament: 0.044qg, 0.22g i 0.44g de CoCl, en 20ml d'aigua destil-lada amb I'ajuda d'un
agitador magnetic.

ol (1)

et

oty (H)

iy (H10,)

Fig. 4.6 Dissolucié aquosa a I'1% en pes de Co i dissolucio a I'1% en pes de Co amb accelerant.

A continuacio, l'estoc de les sis dissolucions es va emmagatzemar a temperatura ambient.

4.3. Metode d'elaboracié de mostres de CPC

El procés d'obtencié de provetes de ciment de fosfat de calci s'inicia amb la barreja de la
fase liquida amb la fase solida del ciment. La quantitat de pols necessaria per volum de
liquid en la mescla de fases ve definida per la relacié liquid/pols (L/P). Aquest factor influeix
directament sobre la plasticitat inicial de la pasta de ciment, la cohesio, el temps de presa,
la injectabilitat i la resistencia mecanica del material. Per totes les mostres preparades en el
projecte el valor de la relacié liquid/pols es va mantenir constant a 0.35 ml/g. Es a dir, per
cada mil-lilitre de liquid es van afegir 2.857g de pols a-TCP.

Els passos seguits per obtenir les bastides de ciment son reproduibles i segueixen el

seguent protocol:

= Addici6 d'un mil-lilitre de fase liquida en un morter de vidre de 30ml de capacitat.
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= Afegir 2.857g de pols a-TCP al morter i barrejar amb una espatula intimament durant

menys d'un minut fins aconseguir una pasta homogenia.

= Transferir rapidament la pasta de ciment a motlles de tefl6 de dotze cavitats
cilindriques, ja que la reaccid6 de presa del ciment comenga en el moment de
mesclar les fases. Les dimensions de les cavitats del motlle son 6mm de diametre i

12mm d'altura.

Fig. 4.7 Motlle de teflo per conformar les provetes de ciment

= Els motlles plens es deixen reposar una nit a 37°C i atmosfera saturada, per

cohesionar les mostres.

= Els motlles es submergeixen en aigua destil-lada dintre de pots de polipropilé tancats
herméticament i s'emmagatzemen en una estufa a 37°C durant onze dies. Durant

aquest periode de temps, el ciment acaba de prendre i s'endureix.

= Als onze dies, els motlles s'extreuen dels pots i es poleixen els plans basals dels
motlles amb paper esmerilat, numero P1200. Aquest pas s'efectua per eliminar les
possibles rebaves de cada peca cilindrica. L'objectiu és garantir que cada peca
després del desemmotllament tingui unes superficies basals el maxim de planes i

paral-leles entre si.

= Per desemmotllar les mostres s'utilitza un dispositiu format per una vareta roscada i
una peca de forat roscat fixa. Una imatge d'aquest instrument s'observa en la Fig.
4.8. Al fer girar el cap de la vareta, aquesta es desplaca en sentit longitudinal de I'eix

i empeny la mostra de ciment fora de la cavitat del motlle.

= L'assecament de les mostres consisteix en un bany d'acetona i el periode d'una nit a
l'estufa a 120°C
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» Les mostres es conserven a dintre d'un pot de polipropilé tancat i s'emmagatzemen al

dessecador.

Fig. 4.8 Instrument utilitzat en el desemmotllament de les mostres

4.3.1. Nomenclatura i composici6é de les mostres

Es van preparar dos grups de mostres que difereixen en I'addicié i no addicié de I'especie
accelerant, Na,HPO,. A cada grup li corresponen quatre tipus diferents de mostres que
difereixen entre si en el contingut de cobalt en la composicié de la fase liquida del ciment.

Per cada tipus de mostra es van elaborar dotze provetes, per tant, un total de 96 provetes.

Les variables d'estudi son dues: el contingut de cobalt en la fase liquida del ciment i

I'addicio o abséncia d'agent accelerant en la fase liquida.

Com s'ha esmentat anteriorment, la relacio liquid/pols es manté constant a 0.35ml/g per
totes les mostres. Al igual que la composicio de la fase solida, pols a-TCP amb 2% de PHA,
i la mida de particula de la fase pols. Aquesta Ultima ve determinada pel protocol de molta

"15:450" i no es varia en tot el treball.

D'ara en endavant, les mostres es designaran per un codi que expressa el contingut de
cobalt en pes de la fase liquida (Co-0.1, Co-0.5, Co-1.0) i la preséncia o abséncia

d'accelerant respectivament (---A , ---@)
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Els tipus de mostres dels dos grups apareixen llistades amb el seu codi i la composicié de
la seva fase liquida en la seguent taula:

Taula 4.1 Nomenclatura de les mostres estudiades i composicié de la seva fase liquida. Les dues
variables son l'addicié d'agent accelerant i el contingut de cobalt

CODI COMPOSICIO DE LA FASE LIQUIDA

CTRLA Agent accelerant (dissolucié aquosa de Na;HPOj, al 2.5% en pes)
Co-0.1A Dissoluci6 aquosa de CoCl; al 0.1% en pes + Agent accelerant
Co-05A Dissolucio aquosa de CoCl; al 0.5% en pes + Agent accelerant
Co-1.0A Dissoluci6 aquosa de CoCl, a I'1.0% en pes + Agent accelerant
CTRL Aigua destil-lada

Co-0.1 Dissoluci6 aquosa de CoCl, al 0.1% en pes

Co-0.5 Dissolucio aquosa de CoCl; al 0.5% en pes

Co-1.0 Dissoluci6 aquosa de CoCl, a I'1.0% en pes

Fig. 4.9  Provetes assecades i ordenades per tipus de mostra. Les mostres al 0.1%, 0.5% i
1% en pes de cobalt presenten una sequiencia gradual de color
Q\
)
O

A
ETSEIB



Sintesi i caracteritzacio de ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt per estimular la regeneracio de teixit ossi  Pag. 45

4.4. Metode d'obtenciéo de les mostres per realitzar I'estudi

d'alliberament de ions

Es va realitzar un estudi d'alliberament de ions cobalt responent a la necessitat d'esbrinar la
viabilitat dels ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt com a material biocompatible i
estimulador de la regeneracié 0ssia. S'ha de tenir en compte que un nivell massa elevat en
les concentracions de cobalt alliberat implicaria possibles problemes de toxicitat i la funcié

d'estimulacio en I'etapa de vascularitzacié es veuria frustrada.
El protocol que es va seguir en aquest estudi per preparar les mostres és el seguent:

» Es va preparar pasta de ciment de composicié: CTRL, Co-0.1, Co-0.5, Co-1.0, CTRL
A, Co-0.1 A, Co-0.5 Ai Co-1.0 A. Els passos seguits en I'elaboracié de la pasta de
ciment son analegs als de la preparacio de la pasta per les provetes cilindriques,
perd en aquest cas, la pasta es va emmotllar en motlles de tefl6 de cavitats
cilindriqgues de 15mm de diametre i 2.5mm d'algada. El resultat fou I'emmotllament

de 24 discs de ciment, tres discs per cadascuna de les vuit composicions diferents.

Fig. 4.10 Motlle de tefl6 de facil obertura amb cavitats cilindriques (g=15mm i h=2.5mm)

» Rapidament els motlles plens es van guardar durant dues hores en atmosfera 100%
humida a temperatura 37°C, per tal que els discs guanyessin cohesi6. Es va
observar que si el temps de cohesio era inferior a dues hores, les mostres Co-0.5 i

Co-1.0 al submergir-les, sofrien descohesio.

» Es van desemmotllar els 24 discs i seguidament se'n va mesurar el pes de cadascun.
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» En una placa de cultiu cel-lular estéril de poliestiré s'hi van ficar 2ml d'aigua destil-lada

A

a 37°C, a cadascun dels 24 pouets. A continuacid, s'hi van submergir els 24 discs
de ciment, un a un amb molta cura, i vigilant que no hi hagués descohesié en cap
mostra. Els pouets es van cobrir amb una lamina de parafilm per segellar-los i evitar
I'evaporaci6é d'aigua. Tot seguit, es va tancar la placa de cultiu cel-lular amb la seva
tapa, es van segellar les juntes d'aquesta amb parafilm i es va guardar a I'estufa a
37°C.

CTRL CTRLA
Co-0.1 Co-0.1A
Co-0.5 Co-05A
{
Co-1.0
- —— - > ———Co-1.0A

Fig. 4.11 Discs de ciment submergits en aigua (3 discs per cadascun dels 8 tipus de mostra)

les 24h es va procedir a extreure l'aigua dels pouets. Es van mesurar els volums de
medi extret de cada pouet i es va guardar el medi en un tub tipus Falcon de 15ml de
capacitat. Es va observar en tots els casos que la pérdua de volum de medi aquos
per evaporacio i per la presa del ciment va ser minima (aproximadament 0.17ml, en
el pitjor dels casos). Els 24 tubs Falcon es van segellar amb parafilm i es van
emmagatzemar a la nevera en posicié vertical, amb l'ajuda d'una gradeta. Els 24
pouets amb els discs de ciment es van tornar a omplir amb 2ml d'aigua destil-lada a
37°C. La placa de cultiu cel-lular es va tancar i segellar novament i es va

emmagatzemar a l'estufa fins la proxima extraccio.

= Als quatre i set dies es van realitzar les noves extraccions d'aigua dels 24 pouets que

contenien els discs de ciment, repetint els mateixos passos explicats per I'extraccid

a les 24 hores.

= El resultat fou 72 mostres liquides que es van guardar a la nevera fins la data de

g = |

T
9O

ETSEIB

l'assaig de plasma d'induccié acoblat a espectrometria de masses.
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5. Teécniques de caracteritzacio

Per poder esbrinar quin efecte pot tenir l'addici6 de cobalt sobre les propietats i
caracteristiques d'un ciment de fosfat de calci es realitza una caracteritzacié des del punt

de vista, fisic, quimic i microestructural.

A més, es realitza un estudi d'alliberament de ions cobalt per poder discernir si existeix la
possibilitat d'una concentracio final de ions cobalt que pogués afavorir les condicions
d'existéncia d'un microambient favorable a l'angiogénesi, i consegiient osteogénesi.
Aguesta hipotesi podria obrir una nova etapa d'estudi, més enlla de l'abast d'aquest

projecte, pero de gran interes en enginyeria de teixits.

A continuacio, s'exposen les técniques aplicades per poder dur a terme la caracteritzacio
del material estudiat, aixi com les tecniques de quimica analitica emprades en l'estudi
d'alliberaci6 de ions. En cas que sigui necessari, s'explicara el métode de preparacio de les

mostres per tal d’efectuar-ne I'analisi.

5.1. Caracteritzacio fisica

5.1.1. Temps de presa

En general, quan es treballa amb un material tipus ciment, es poden definir dues etapes:
una etapa de presa o adormiment i una etapa d'enduriment. L'etapa de presa o adormiment
del ciment té lloc des del moment en qué la fase pols i liquida del ciment entren en contacte
fins que la pasta de ciment perd progressivament la seva plasticitat i mal-leabilitat, la qual
cosa implica que les propietats reologiques del material s'alteren i no es pot tornar a
modelar el material. La segona etapa, I'etapa d'enduriment, es produeix quan la pasta es
consolida i adquireix una consisténcia solida fins que arriba a un nivell de resisténcia

mecanica maxima.

Durant l'etapa de presa es pot determinar el temps inicial i el temps final de presa. El temps
inicial de presa es defineix com el interval de temps des del contacte de la fase pols i liquida

fins la perdua de plasticitat en la pasta de ciment. En canvi, el temps final de presa es
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considera el temps necessari per tal de que la pasta de ciment sigui el suficientment ferma

per poder suportar un nivell determinat de pressio.

Per a determinar el temps de presa es va seguir el méetode de les agulles de Gillmore
d'acord amb la norma ASTM C 266-08 [48]. Aquest métode es basa en estudiar la
resistencia del material a ser penetrat per una agulla. El dispositiu experimental consta de
dues agulles de seccio circular de diferent diametre que transmeten diferents pesos.
L'agulla de seccié gran té un diametre de 2.12+0.05mm, un pes de 113.4+0.5¢g i exerceix
sobre la mostra de ciment una pressié de 3.2x10° MPa. En canvi, 'agulla de seccié petita

té un diametre de 1.06+0.05mm, un pes de 453.06+0.59g i exerceix una pressio de 5.0 MPa.

Fig. 5.1 Agulles de Gillmore utilitzades en la determinacié del temps de presa

Es mesura el temps de presa considerant el temps inicial quan la fase pols entra en
contacte amb la fase liquida dipositada en un morter de vidre. A continuacié, es mesclen les
dues fases amb l'ajuda d'una espatula durant aproximadament un minut per aconseguir
una pasta de ciment el maxim d'’homogénia possible. Amb la pasta s'omplen tres motlles de
coure cilindrics de 10mm de diametre i 5mm daltura. El temps inicial de presa ve
determinat quan l'agulla lleugera no deixa empremta circular de identacio visible sobre la
superficie del ciment. El temps de presa final es defineix de la mateixa manera pero
treballant amb l'agulla més pesada. L'error comés en la mesura dels temps de presa es

considera de = 1 minut.
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5.1.2. Picnometria d'heli

La picnometria d'heli és una técnica basada en un metode de desplagament d'un gas inert
com I'heli, per determinar la densitat real o esquelética d'un material solid. Es una técnica
no destructiva, i més precisa que el metode tradicional de desplacament d'aigua que utilitza

el principi d'Arquimedes per determinar la densitat.

Es van assajar mostres dels vuit tipus diferents de ciment convenientment assecades. Cal
gue les mostres estiguin totalment lliures d'humitat o del contrari, s'estaria cometent un
error d'assaig. Per aquest motiu, es van utilitzar les restes de bastides fragmentades durant
I'assaig de compressio i pols de les bastides préviament assajades per difraccié de raigs X.
Aguestes mostres van estar sotmeses a un tractament d'assecament, tal i com s'explica en
lapartat 4.3. Les mostres es pesen abans de la picnometria per poder calcular

posteriorment el valor de la densitat de cadascuna.

L'equip emprat fou un picnometre d'heli (AccuPyc 1330, Micromeritics) que consta de dues
cambres connectades per una valvula. Una cambra allotja un portamostres cilindric d'1 cm?®

de capacitat i I'altra resta lliure (Fig. 5.2).

Fig. 5.2  Esquema de funcionament d'un picnometre d'heli [49]

Inicialment es suposa pressié atmosféerica i temperatura ambient, i la valvula 'b' que

connecta les cambres, resta tancada.

Aplicant la llei dels gasos ideals:

Pa - (Veella= Vimostra) =Nc - R - Ta (EQ. 5.1)
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Pa " Vexp = ne * R : Ta (Eq 52)

On,
Ta, és la temperatura ambient
P és la pressio atmosférica

R, és la constant dels gasos ideals (R=0,082 atm-I/mol-K)

n. és el nombre de mols de gas dintre la cambra on es troba la mostra

n és el nombre de mols de gas dintre la cambra d’expansio

Obrint la valvula 'a', I'heli ocupa la cambra de la mostra fins una pressio, P:
P1 - (Veella= Vimostra) = Nc - R - Ta (EQ. 5.3)

A continuacio, s'obre la valvula 'b' que connecta les dues cambres i s'arriba a una pressié

d'equilibri, Py:
P2 - (Veelta= Vimostra * Vexp) =Nc - R- Ta+ ne - R- Ta (Eq. 5.4)

Substituint per (Eq. 5.1) i (Eq. 5.2):

I:)2 ' (Vcel-la - Vmostra + Vexp) = I:)1 ' (Vcel-la - Vmostra) + Pa ' Vexp (Eq- 5-5)
Operant:
V =V Voo
(Eq 56) mostra — Ycel:la Pl _ Pa 1
P,-P,

Transformant P, i P, a pressions manometriques (P14=P1-P, i P2g=P,-P,) i substituint:

Vexp
Vmostra :Vcel-la - P
(Eq. 5.7) |
PZg

L'equacio final determina el volum ocupat per la fraccié densa de la mostra. [49]
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Per determinar la densitat real o esquelética de cada especimen assajat, es calcula el
quocient entre la seva massa i el seu volum calculat pel picnometre. Aquest assaig es va
reproduir tres cops per cadascun dels vuit tipus diferents de ciment (CTRL, Co-0.1, Co-0.5,
Co-1.0, CTRL A, Co-0.1 A, Co-0.5 A, Co-1.0 A)

5.1.3. Determinacié de propietats mecaniques per as saig de resisténcia a

compressio

Per poder determinar la resisténcia maxima i el modul elastic del material objecte d'estudi
es van realitzar diferents series d'assaigs de resisténcia a compressio uniaxial. Al no existir
cap norma especifica per a ciments de fosfat de calci, es va seguir la norma ASTM F451-
86 per a ciments ossis acrilics [50]. Per dur a terme els assaigs es va utilitzar una maquina
hidraulica universal d'assaigs mecanics (MTS, Bionix 358) equipada d'una cel-la de carrega

de 2500N i una velocitat de desplacament de capcal programada a Imm/min.

Es van assajar deu provetes cilindriques de 12mm d'altura i 6mm de diametre per cada
composicio diferent de ciment (CTRL, Co-0.1, Co-0.5, Co-1.0, CTRL A, Co-0.1 A, Co-0.5 A,
Co-1.0 A). Les provetes assajades es van preparar i assecar com s'explica detalladament
en l'apartat 4.3. Per a una correcta execucié de l'assaig €s molt important tenir alineades
les mordasses de la maquina, col-locar les provetes entre els plats de compressié de
manera que I'eix longitudinal d'aquestes coincideixi amb el centre d'aplicacio de la carrega i
que les superficies basals de les provetes siguin planes i paral-leles als plats de
compressio. Del contrari, qualsevol desviacié podria provocar la superposicié d'esforcos de

flexié a les carregues de compressio.

Durant els assaigs es va enregistrar amb el programa "Test Works" la corba forca-
desplacament fins la ruptura de les provetes Per poder determinar els valors de resisténcia
maxima a compressio i rigidesa fou necessari representar la corba tensié-deformacié de
cada assaig. El valor maxim de la corba es va identificar com la resisténcia maxima a
compressio i el pendent de la recta en regim elastic, com el modul de Young del material

assajat.
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5.2. Caracteritzacié quimica

5.2.1. Identificacio qualitativa de fases mitjancan t difraccio de raigs X

Comprendre les propietats d'un material passa per conéixer l'estructura i composicié
d'aquest. La técnica de difraccio de raigs X és no destructiva i revela informacié estructural
del material a partir d'un volum de mostra en forma de pols. Per aconseguir les mostres en
forma de pols, es van moldre a ma, en un morter d'agata, bastides dels vuit tipus diferents

de ciment.

En aquesta técnica un feix de raigs X monocromatics incideix sobre el material cristal-li. El
feix s'escindeix en diverses direccions, a causa de la disposicié simétrica dels atoms de la
mostra, i per difraccid, s'obté un patré d'intensitats que son funcié de l'angle de difraccio,
"20". Utilitzant la llei de Bragg, on A correspon a la longitud d'ona dels raigs X, es pot obtenir

la distancia entre plans atomics, d.
Lleide Bragg: 2dsin®@=nA (Eq. 5.8)

A partir del valor de "d" es poden obtenir parametres estructurals com les dimensions de la
cel-la unitaria, el seu volum, etc...Per obtenir els difractogrames s'utilitza un difractometre
de raigs X, model Bruker D8 Advance. Aquest consta de tres elements basics: un tub
generador de raigs X amb anode de coure i monocromador a la sortida del tub, un
portamostres i un detector de raigs X, model PSD Lynx-eye. L'equip segueix la configuracié

geometrica Bragg-Brentano 6-26 (Fig. 5.3).

Els raigs X es generen en un tub de raigs catodics per escalfament d'un filament. Els
electrons emesos son accelerats aplicant un potencial de 40KV. Quan els electrons tenen
suficient energia, colpegen i desallotgen electrons de la capa interna dels atoms del
material, tot deixant forats electronics al seu pas. Aquests forats rapidament sén ocupats
per electrons de nivell d'energia més elevat dels mateixos atoms. En caure a nivells
d'energia més baixos, s'emet una radiacié caracteristica (Ka;, Ka,) del material que

conforma I'anode. En el cas d'un anode de coure, Ka;=1.5418 A.

Els raigs X so6n col-limats i dirigits cap a la mostra. Quan la geometria dels raigs X incidents

sobre la mostra satisfa la llei de Bragg es produeix interferencia constructiva i apareix un pic
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Tub raigs X
amb anode
de Cu

Fig. 5.3  Difractometre Bruker D8 Advance de configuracié Bragg-Brentano 6-26

en intensitat. El detector, model PSD Lynx-eye, enregistra i processa el senyal de raigs X

amb un increment de pas de 0.02° i a una velocitat de recompte de 308s/pas.

La geometria d'un difractdmetre de raigs X és tal que la mostra gira en la trajectoria del feix
de raigs X col-limats a un angle 6, mentre que el detector de raigs X esta muntat sobre un
bra¢ que gira a un angle, 26. L'instrument utilitzat per mantenir I'angle i rotar la mostra
s'anomena goniometre. Per als patrons de pols que es van recollir en el projecte, el rang

d'angle d'escombrada comprenia de 10° a 80°.

5.2.2. Espectroscopia infraroja per transformada de Fourier amb reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)

L’espectroscopia infraroja permet realitzar un analisi qualitatiu del material, és a dir, permet

identificar un compost al investigar-ne la seva composicio.

Per obtenir I'espectre d'IR, es fa interaccionar un raig de llum infraroja amb la mostra, i es
registra la quantitat d’energia absorbida a cada longitud d’'ona. Els diferents estats
vibracionals possibles d'una molécula es tradueixen en un conjunt de nivells d'energia. La

separacié entre aquests nivells d'energia cau dins la regidé infraroja de I'espectre
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electromagnétic. Les vibracions moleculars son de dos tipus: d'estirament (stretching), que
afecten la longitud d'enllag i de flexid (bending), les quals modifiquen I'angle d'enllag. El
mode vibracional molecular dona lloc a les bandes d'absorcié que apareixen en l'espectre
d'R.

Podem distingir dues zones a I'espectre d’'IR segons les vibracions que s’hi observen:

- Entre 4000 i 1300 cm™: es solen observar una série de bandes d'absorcié provocades per
vibracions de tensié senzilles, és a dir entre dos atoms de la molecula. Identifiguen a grups

funcionals.

- Entre 1400 i 600 cm™ es solen observar bandes d'absorcié de vibracions moleculars,
l'assignacié de les quals és més dificil, ja que cadascuna d’elles esta generada per
absorcions individuals sumades (vibracions complexes). Per altra banda, a aquesta zona,
les petites diferencies en I'estructura de la molecula donen lloc a variacions importants en
els maxims d'absorcié. Per tant, sén caracteristigues d’'un compost determinat i és per aixo

gque aquesta zona de I'espectre rep el nom d’empremta dactilar.

L'espectre IR d'una mostra es pot obtenir per transmissié o per reflexié. En el métode per
transmissio, el detector mesura la intensitat de la radiacio infraroja que travessa la mostra.
En canvi, per reflexid, la radiacié IR passa a través d'un cristall d'elevat index de refraccio.
Segons la teoria de Maxwell, per reflexid interna es crea una ona evanescent que
interacciona amb la mostra i en conseqiiencia, aquesta ona és atenuada i s'origina un

espectre per reflexio (Fig. 5.4) [51].

La técnica d'espectroscopia infraroja per reflexié total atenuada (IR-ATR) presenta
l'avantatge sobre la técnica per transmissié de no requerir una preparacié prévia de la
mostra abans de l'analisi. Aquest fet implica que el metode té la capacitat de millorar la
reproductibilitat i augmentar la rapidesa de la técnica. De fet, per realitzar I'espectroscopia
(IR-ATR) es van utilitzar les mateixes vuit mostres pols emprades en difraccié de raigs X
directament, sense cap preparacio prévia. L'espectrometre d'infraroig de transformada de
Fourier emprat fou un FTIR Nicolet 6700 equipat amb una font laser d'He/Ne (632.8 nm),
divisor de feix de Csl, detector DTGS-Csl i software OMNIC per a la deteccié en un rang
espectral de 225 a 6400 cm™ (far-IR i middle-IR). El dispositiu a més, constava d'un

accessori Smart Orbit amb cristall de germani per mesures de reflectancia.
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Mostra en contacte amb
ona evanescent

Detector

Y

Cristall Germani

\ Raig infraroig

Fig. 5.4 Esquema de la técnica espectroscopica per reflexié total atenuada (FTIR-ATR)

5.2.3. Espectroscopia per dispersié d'energia (EDS)

L'espectroscopia per dispersi6 d'energia és una tecnica analitica que permet
semiquantificar la composicié atomica superficial d'un material. Es pot utilitzar per trobar la
composicié quimica dels materials fins a una grandaria de punt d'unes poques micres, i per

crear mapes de composicio elemental sobre una area de rastreig molt més amplia.

El principi de la tecnica consisteix en generar i estudiar els raigs X caracteristics produits en
la interacci6é d'un feix d'electrons sobre una mostra. Un electré d'alta energia que incideix
sobre la superficie d'un material, pot excitar i arrencar un electré6 d'una capa interior de
I'atom, deixant una vacant electronica al seu darrera. A posteriori, un electré d'una capa
més externa pot omplir la vacant i I'energia superflua s'emet com a foté de raigs X de
longitud d'ona caracteristica de I'element. Per tant, la composicio elemental de la mostra es

pot determinar mesurant la quantitat i energia dels raigs X emesos.

L'EDS presenta algunes limitacions, com per exemple, la possible superposicié de pics de
diferents elements, no pot detectar els elements més lleugers, és a dir, els elements de
nombre atomic inferior al Na, i té un limit de deteccidé baix: 1000-3000ppm; (0.1-0.3% en

pes). Com a técnica alternativa per a analisis quimics més precisos i per detectar baixes
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quantitats d'elements es faria servir I'espectroscopia de raigs X dispersiva en longitud d'ona
(WDS). [52]

El detector EDS s'incorpora en el dispositiu instrumental emprat en microscopia electronica
de rastreig. Per tant, la preparacié de les mostres a analitzar per EDS és analoga a la
preparacid per a microscopia electronica. El sistema EDS utilitzat incloia un detector
sensible de raigs X (INCAPentaFETx3, 30mm2, finestra ATW2), una columna SEM
(Gemini, d'emissié de camp Shottky: 4pA-20nA, 0.1-30kV, resolucié de 1.1nm a 20kV), un
sistema de refrigeraci6 amb nitrogen liquid i un programari per recollir i analitzar els

espectres d'energia.

5.3. Caracteritzacidé microestructural

5.3.1. Mesura de la superficie especifica mitjancan t I'adsorcio fisica de gas

Un parametre important a determinar en la caracteritzacié d'un material porés, com el
ciment de fosfat de calci, és la superficie especifica. Aquesta es defineix com la relacié

entre I'area superficial i la massa d'un solid porés (m?/g).

En aquest treball, per determinar la superficie especifica, es va emprar la técnica d'adsorcio
fisica d'un gas inert a temperatura constant. Com a gas inert es va utilitzar nitrogen a una
temperatura constant de 77K (-195°C). L'adsorci6 fisica resulta de la interaccié debil per
forces de Van der Waals entre les molécules del gas adsorbat i la superficie adsorbent de
la mostra assajada [53]. La quantitat de gas adsorbat es va poder mesurar per un
procediment de flux dinamic continu amb l'ajuda de l'aparell Asap 2020 de la casa

Micromeritics (Fig. 5.5).

La relaci6 d'equilibri entre la quantitat de gas adsorbat i la pressi6 parcial del gas a
temperatura constant ve definida per una isoterma d'adsorci6. Aplicant la teoria Brunauer-
Emmett-Teller (BET), a partir de l'equacio d'aquesta isoterma (Eq. 5.9), es pot esbrinar el

volum de gas adsorbat, 'V,,', i relacionar-lo amb la superficie especifica de la mostra [54].
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1 _Cc-1 P
{V{%—lﬂ .¢ B V.C (Eq.5.9)

On,

P, és la pressi6 parcial del gas adsorbat en equilibri a 77K i expressada en Pa

P,, és la pressié saturada del gas adsorbat, expressada en Pa

V, és el volum de gas adsorbat en condicions estandard de temperatura i pressié

(273.15K i 1.013x10°Pa), expressat en ml

Vm, €s el volum aparent de gas adsorbat necessari per formar una monocapa
molecular sobre la superficie de la mostra, en condicions estandard. Expressat en ml.

C, és una constant adimensional relacionada amb l'entalpia d'adsorci6 del gas

Ports de
desgasificacio

Fig. 5.5 Esquema de l'aparell de flux dinamic Asap 2020, Micromeritics usat en la

desgasificacid i I'assaig d'adsorcié fisica de nitrogen
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Es van analitzar un total de vuit mostres diferents de ciment: CTRL, Co-0.1, Co-0.5, Co-1.0,
CTRL A, Co-0.1 A, Co-0.5 A, Co-1.0 A. Les mostres emprades consistien en fragments de
provetes de ciment que provenien de l'assaig mecanic a compressid. Per a l'assaig
d'adsorcié les mostres han d'estar completament seques i necessiten d'una preparacio
previa que consisteix en una etapa de desgasificacio. L'objectiu d'aquesta etapa és eliminar
gasos i vapors que han pogut quedar adsorbits a la superficie de les mostres durant I'etapa
de preparaci6 daquestes, la seva manipulaci6 o durant I'emmagatzematge. La
desgasificacio és una etapa critica per obtenir uns valors de superficie especifica precisos i

fiables. Per dur-la a terme, també s'empra l'aparell Asap 2020, Micromeritics.

5.3.2. Microscopia electronica de rastreig (SEM)

Per poder caracteritzar les microestructures que es creen durant l'etapa de presa del
ciment, es van examinar les superficies fracturades de les provetes de ciment utilitzades en
l'assaig mecanic a compressio mitjangant microscopia electronica de rastreig. Es va emprar
un microscopi electronic de rastreig Zeiss Neon 40, amb una columna Sem Gemini
d'emissié de camp Shottky: 4pA-20nA, un voltatge d'acceleracio de 0.1-30kV i resolucio

d'1.1nm a 20kV. Es van prendre imatges a 10, 20 i 40 kX augments.

La preparacio de mostres per observar-les amb un microscopi electronic és relativament
senzilla, perd s'ha de garantir I'abséncia d'’humitat en les mostres i la conduccié eléctrica
d'aquestes per poder observar les caracteristiques superficials d'interés. Les mostres de
ciment fragmentades es van enganxar a sobre muntures d'un aliatge d'alumini mitjancant
cinta de carboni adhesiva a doble cara. Com les mostres objecte d'estudi no sén d'un
material conductor, va ser necessari fer un recobriment de carboni per evaporaci6 térmica
amb un aparell d'alt buit (EMITECH K950X). Després del recobriment, es van afegir unes
petites gotes de pintura de plata col-loidal entre les mostres de ciment i les muntures
d'alumini, per garantir totalment un cami conductor i poder obtenir unes imatges el maxim

de nitides per estudiar-les.
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5.4. Tecniques analitiques emprades en I'estudi

d'alliberament de ions cobalt

5.4.1. Colorimetria

La colorimetria és un métode oOptic que permet la determinacié de la concentracié d'una
substancia que sigui present en una mostra en continguts inferiors a I'1%. La substancia a
determinar, en aquest treball cobalt, ha d'ésser susceptible de desenvolupar una espécie
colorada, a partir de I'addicié d'uns reactius, i a més, la intensitat d'aquesta coloracié ha

d'estar relacionada linealment amb la concentracié d'analit dins un interval determinat [55].

Quan un feix de llum travessa una dissolucié amb un solut absorbent, la intensitat d'aquest
feix es disminueix per causa de l'absorcié d'una part de I'energia radiant d'una frequiéncia
caracteristica per part de molecules o d'ions del solut quan s'exciten a nivells energetics

superiors. En general es pot dir que:
Io = Ia + It + Ir (Eq.5.10)

On, |, és la intensitat de llum incident, |, és la intensitat de llum absorbida, |; és la intensitat
de llum transmesa i |, €s la intensitat de llum reflectida. Els nostres ulls detecten longituds

d'ona de la llum visible no absorbida, és a dir, la llum transmesa.

L'absorbancia, A, de la substancia es relaciona amb la intensitat de la llum incident i de la

llum transmesa segons I'equacié coneguda com a llei de Bouger-Lambert-Beer:
A=-log T =-log I/l,=€-l-c (Eq.5.11)

On, A és l'absorbancia, T és la transmitancia, |; és la intensitat de llum transmesa, |, és la
intensitat de llum incident, € és l'absortivitat molar, | és el cami optic i ¢ és la concentracio

de la substancia que absorbeix.

En aquest treball, per quantificar la concentracié de cobalt existent en el medi on es van
submergir els discs de ciment, es va seguir el méetode colorimétric desenvolupat per Liu et
al. [56] El reactiu del sistema colorimetric estava format per blau de metile (MB, Sigma-
Aldrich M9140), 2-aminotiofenol (ATP, Sigma-Aldrich 274240) i nitrat de coure (Il) trihidratat
(Cu(NO3),- 3H,0, Sigma-Aldrich 61194). Inicialment es van preparar 20 ml d'una dissolucio
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aguosa de blau de metile 0.04mM, 20ml d'una dissolucié aquosa de nitrat de coure 1.5mM i
20ml d'una dissolucié d'aminotiofenol 9mM amb etanol. El reactiu obtingut a partir de les
tres espécies es va anomenar MB-ATP-Cu®, i es va deixar incubar durant tres minuts
abans d'usar. A continuacio, el reactiu es va afegir a una serie de dissolucions aquoses de
clorur de cobalt de concentracions entre 0.1 i 1mM. Després d'un periode d'incubacié de
dos minuts, segons Liu et al.,, apareixia una gradacido de colors en funci6 de les

concentracions de cobalt detectades pel sistema, com s'observa en la Fig. 5.6

OmM 0lmsM 02mM 03mM OdmM 05mM OemM 0.7mM  08mM 09mM  1.0mM
d oam o wm :

™

Fig. 5.6 Gradacio de colors corresponent a la concentracioé de ions Co** detectats [56]

El mecanisme d'en Liu et al. es suposa sensible a la deteccié de cobalt dintre d'un rang de
concentracions compres entre 0.1 i 1.1mM. A baixes concentracions de cobalt, per sota de
0.8mM, l'oxidaci6 dels enllacos C-N i S-C a C=N i C=S és acompanyada per l'aparicié de
color marr6 en les dissolucions estoc de clorur de cobalt. En canvi, quan la concentracio de
ions cobalt supera els 0.8mM, el grau d'oxidacié dels enllacos C-N del blau de metile,

provoquen un viratge de color cap al verd en les dissolucions (Fig. 5.7).

\N@@*“—» »@1@

. 1 Cu(NO I
blau de metilé (NOs), incolor

c.,2+¢< 0.8 mM

S <

o 208mM

verd

Fig. 5.7 Sensibilitat del sistema colorimétric [56]
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Per l'estudi d'alliberament de ions cobalt es va intentar reproduir el sistema colorimeétric
desenvolupat per Liu et al. [56] diferents cops pero sense éxit. Seguint el protocol descrit
per aquest autor per desenvolupar el reactiu, MB-ATP-Cu®*, s'arribava a un producte
d'aspecte terbol degut a la precipitacié d'alguna espécie. A més, el reactiu desenvolupat no
presentava gens de sensibilitat als ions cobalt quan s'afegia a les dissolucions de clorur de
cobalt. Per tant, es va abandonar el protocol del citat autor i se'n va desenvolupar un altre a

partir d'aquest.
El nou protocol seguit per preparar el reactiu MB-ATP-Cu®" va consistir en:

» Preparar dissolucions aquoses de blau de metile (MB) i nitrat de coure (Cu(NO3),) a 5

mM i 1 M, respectivament.

= Afegir 20 ul d'aminotiofenol (ATP) a 20 ml d'etanol. A continuacié, gota a gota i
utilitzant un agitador, s'hi afegien 160 pl de la dissolucié de MB i posteriorment, 30 pl
de dissolucié de Cu(NOs),.

= Deixar incubar dos minuts mentre s'agita.

5.4.2. Plasma d'induccio acoblat a espectrometriad e masses (ICP-MS)

Mentre que el sistema colorimétric seleccionat per dur a terme l'estudi d'alliberament de
ions cobalt ens pot donar una orientacié qualitativa en els resultats, el plasma d'induccié
acoblat a espectrometria de masses, ens permet quantificar acuradament l'alliberament de

cobalt en un medi aquos.

Es va escollir la tecnica de plasma d'induccié acoblat a espectrometria de masses (ICP-MS)
vers el plasma d'induccié acoblat a espectrometria d'emissio optica (ICP-OES) perque la
primera técnica presenta un nivell de deteccid6 més baix. Mentre que la técnica analitica
ICP-OES presenta un rang minim de deteccié que oscil-la entre 50 ppm i 50% en pes, la

tecnica ICP-MS presenta una sensibilitat minima entre 0.1 ppm i 1% en pes. [57]

La técnica analitica ICP-MS es basa en la vaporitzacid, dissociacio i ionitzacio dels diferents
elements quimics d'una mostra a linterior d'un plasma d'argd que opera a 6000°C. A

continuacié, en un espectrometre de masses, els ions es separen en base de la seva
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relaci6 massa-carrega. Els ions, al sortir de I'espectrometre de masses, colpegen la
superficie activa d'un detector que genera un recompte electronic. Per a una analisi
gquantitativa, la concentracié de cada element es determina per la comparacidé entre els
recomptes d'intensitat mesurats per a una mostra i una corba de calibratge que s'ha

generat per a I'element que es busca [58].

Les mostres a analitzar per ICP-MS van consistir en 72 extractes d'aigua de volum
aproximat a 2ml. Préviament, cada extracte aqués havia constituit el medi on s'havia
submergit un disc de ciment per cadascuna de les vuit composicions diferents de ciment,
durant periodes de temps iguals a 1 dia, 4 dies i 7dies. Tal i com s'explica detalladament a
l'apartat 4.4, cada disc de composici6 diferent, es va replicar tres cops, produint un total de
72 mostres a analitzar per ICP-MS. L'aparell emprat per dur a terme l'analisi fou un

espectrometre de masses Perkin EImer, model Elan 6000 amb plasma d'inducci6 inclos.

La preparaci6é de les mostres per a aquesta analisi consisteix en realitzar una dilucié 1:5 per
cadascuna de les 72 mostres amb acid nitric (HNO3), de concentracido 1% en pes. Les
dilucions amb acid nitric es realitzen per dues raons diferents. En primer lloc, per provocar
la dissolucié de qualsevol analit solid que pogués existir en la mostra a analitzar. El segon
motiu rau en el fet que la concentracio de ions cobalt es determina mitjancant una corba de
calibratge amb una concentracié coneguda d'aquest analit. Per tant, la concentracié de les
mostres ha de ser diluida per estar dins d'aquesta corba de calibratge i poder obtenir una

lectura precisa.

5.5. Analisi estadistica dels resultats

Les proves d'igualtat de mesures es van realitzar aplicant el test estadistic: "t de Student”.
El test opera decidint si una diferéncia en la mitjana mostral entre dues mostres és
estadisticament significativa, i llavors poder afirmar que les dues mostres corresponen a
distribucions de probabilitat de mitjana poblacional diferent, o per contra, afirmar que la
diferéncia de mitjanes es pot deure a oscil-lacions estadistiques atzaroses. El nivell de

" n

significacio, "a", es va fixar en un valor igual a 0.05.
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6. Resultats i discussio

6.1. Caracteritzacio fisica

6.1.1. Temps de presa

Es van determinar els temps de presa o adormiment per dues series de mostres de ciment
utilitzant el metode de les agulles de Gillmore. Una série estava formada per quatre tipus de
mostres de ciment, la fase liquida de les quals contenia un 2.5% en pes de Na,HPO, (agent
accelerant, "A") i dissolucions aquoses al 0, 0.1, 0.5 i 1% de CoCl,. En canvi, la segona
série estava constituida per quatre tipus de ciment, la fase liquida dels quals, no contenia

agent accelerant, pero si diferents percentatges en pes de CoCly: 0, 0.1, 0.5 i 1% Els temps

Taula 6.1 Temps de presa per dues séries de ciments amb relacié L/P=0.35ml/g Les dues variables
en les séries sén: l'addicié o abséncia d'accelerant (A) i el diferent contingut en pes de

CoCl, (0, 0.1, 0.5 i 1%). La desviacié estandard fou considerada d'un minut en totes les

mesures.
Codi de la mostra Temps d_e presd Codi de la mostra Temps cl_e presd
(min) (min)
CTRL 30+1 CTRLA 8+1
Co-0.1 60 +1 Co-0.1A 10+1
Co-0.5 57 +1 Co-0.5A 9+1
Co-1.0 58 +1 Co-1.0A 9+1

Comparant els temps de presa de les dues mostres control es pot afirmar que I'addicio

d'agent accelerant implica reduir el temps de presa un 30%.

En canvi, I'addicié de cobalt té un efecte retardador en el temps de presa dels ciments
sense agent accelerant. S'observa que la preséncia de cobalt, independentment de la
concentracio d'aquest, duplica els temps de presa quan no s'empra agent accelerant en la
fase liquida del ciment. Saint-Jean et al. i Pina et al., també van reportar un augment en el
temps de presa del ciment amb l'addici6 de ions Sr** [59,60]. Altres estudis demostren que

l'addicié de ions com el Mg** i el Si*', també produeixen un efecte retardador [61,62].
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Per ultim, cal destacar que I'addicio de cobalt no interfereix en I'efecte de I'agent accelerant,

independentment de la concentracio de cobalt present.

6.1.2. Densitat esqueléetica

Es va determinar la densitat esquelética de vuit tipus de mostres de ciment per picnometria
d'heli. Les vuit mostres formaven part de dues series diferents de mostres de ciment. Una
primera serie formada per les mostres de ciment sense agent accelerant i amb contingut de
cobalt del 0.1, 0.5 i 1% en pes (CTRL, Co-0.1, Co-0.5 i Co-1.0). | una segona série,
representant els ciments amb incorporacié d'agent accelerant i cobalt al 0.1, 0.5 1 1% en
pes (CTRL A, Co-0.1 A, Co-0.5 Ai Co-1.0 A). Es van realitzar tres assajos de picnometria
per cadascun dels vuit tipus de ciment esmentats. Els resultats per la densitat esquelética

dels vuit tipus de ciment apareixen representats en la grafica (Fig. 6.1)

2.70 I I ]
[

2.60

250

2.40

230 Sense
accelerant

220

210 B Amb
accelerant

CTRL Co-0.1 Co-0.5 Co-1.0
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Fig. 6.1 Densitat esquelética de dues séries de ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt al 0.1,
0.5 1% en pes. Les series difereixen entre si per la preseéncia d'agent accelerant. La

relacié L/P de tots els ciments fou 0.35 ml/g

Es va observar una lleugera tendéncia a augmentar la densitat esquelética amb la

introduccié de cobalt en la fase liquida dels ciments de fosfat de calci. El petit augment en

)
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els valors de la densitat seria proporcional a la quantitat de cobalt afegida a la fase liquida
del ciment. L'efecte de I'addicié de cobalt sobre la densitat €s independent a la preséncia o

absencia d'agent accelerant.

D'altra banda, tal i com s'esperava, la introduccié d'agent accelerant en els ciments provoca
una lleugera davallada en la densitat. Durant la preparacié de les mostres es va intuir
aquest possible efecte de l'accelerant sobre la densitat, ja que la preséncia daguest
dificultava la barreja entre la fase liquida i solida del ciment i la manipulacié de la pasta de
ciment. Aquestes condicions, probablement, van donar lloc a una pasta de ciment poc
homogénia, amb aire atrapat i dificil d'emmotllar. Aquests fets van tenir com a

consequencia directa, certa disminucio en els valors de la densitat de les mostres.

6.1.3. Determinacié de propietats mecaniques per as saig de resistencia a

compressio

Mitjancant l'assaig a compressié uniaxial es van determinar dues propietats mecaniques
dels ciments objecte d'estudi, la resisténcia maxima a compressié i el modul elastic. Els
ciments de fosfat de calci aconsegueixen el seu valor maxim de resisténcia mecanica
després de la fase de presa i enduriment del ciment, resultat de la reaccié de hidrolisi de I'a-
TCP:

3C&3(PO4)2 + HZO — Cag(HPO4)(PO4)5OH (Eq 61) [63]

Durant la presa i enduriment del ciment es produeixen dos fenomens simultaniament: la
progressiva dissolucié de les particules d'a-TCP i la precipitacié de cristalls d'hidroxiapatita
deficient en calci. Els cristalls de CDHA creixen i formen una xarxa de cristalls entrellacats
cada cop més densa. Es precisament aquest entrecreuament de cristalls el que dona la
resisténcia mecanica als ciments de fosfat de calci. Per aquesta rad, les propietats

mecaniques dels CPC dependran directament de la seva microestructura.

Les provetes de ciment que es van preparar per l'assaig mecanic es van deixar prendre i
endurir durant onze dies, immerses en aigua destil-lada a 37°C. Les mostres diferien entre
si per la composicioé de la seva fase liquida. D'una banda, la fase liquida d'un grup de

guatre tipus de mostres contenia dissolucions aguoses de clorur de cobalt al 0, 0.1, 0.5 i
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1% en pes. En canvi, la fase liquida del segon grup de mostres, a més de contenir cobalt a
les mateixes concentracions, també contenia agent accelerant. La relacio liquid pols es va
mantenir constant a 0.35 ml/g en totes les mostres. L'assaig es va realitzar a temperatura
ambient i es van sotmetre a compressio fins la ruptura deu espécimens completament

assecats per cada composicio diferent de ciment.

Els valors de la resisténcia maxima a compressio es mostren en la seglent grafica (Fig.
6.2):
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Fig. 6.2  Resultats de la resistencia maxima a la compressio de provetes de CPC dopat amb
cobalt completament assecades. (*) indica diferéncies estadisticament significatives. Es

va considerar un interval de confianca del 95% (p<0.05)

En els resultats s'observa que la preséncia de cobalt en els ciments de fosfat de calci fa
augmentar lleugerament els valors de resisténcia mecanica, tant en els ciments que
contenen accelerant, com els que no en contenen. L'augment és proporcional a la quantitat
de cobalt afegida. Es van trobar diferencies significatives entre les mostres control amb
accelerant i les mostres amb un contingut de cobalt del 0.5 i 1% en pes. La lleugera

tendéncia a millorar la resisténcia mecanica amb l'addici6 de cobalt també fou observada
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per Hoppe et al. quan es van dopar bastides de vidres bioactius amb un 1 i 5% de cobalt
[44].

Un altre fet a destacar és la disminucié en els valors de la resisténcia mecanica dels
ciments dopats amb cobalt quan s'afegeix un agent accelerant com I'hidrogenfosfat de sodi
al 2.5%. En estudis previs, altres autors com Ginebra et al., ja havien reportat una

disminucio en la resisténcia mecanica associada a I'Us d'agent accelerant [3].

Per acabar de caracteritzar el comportament mecanic dels ciments dopats amb cobalt
també s'adjunta un grafic amb els valors del modul elastic determinats mitjancant I'assaig a

compressio (Fig. 6.3).
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Fig. 6.3 Modul de Young de mostres de CPC dopat amb cobalt (*) indica diferéncies
estadisticament significatives. Es va considerar un interval de confianca del 95%
(p<0.05)

Per a les mostres sense accelerant, el modul elastic del material presenta una lleugera
tendéncia a disminuir amb la incorporacié de ions cobalt. Zhang et al., associen la
davallada del modul elastic d'un ciment de fosfat de calci que presenta particules d'a-TCP
sense reaccionar, a un mecanisme de propagacié de clivelles que apareixen entre les
particules d'a-TCP sense reaccionar i la matriu de CDHA del ciment [62]. En els
difractogrames dels ciments objecte d'aquest estudi, també apareixien pics d'a-TCP, la qual
cosa indicava que quedava una petita quantitat de fase a present després de la reaccio de

transformaci6 a CDHA. L'existéncia de particules d'a-TCP romanents en els ciments
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estudiats en el treball ens pot dur a plantejar la possibilitat que existeixi el mecanisme
descrit per Zhang et al. Cabria la possibilitat que la incorporacié de cobalt en els ciments no
obstaculitzés el mecanisme citat, o bé, la preséncia de cobalt podria d'alguna manera
ajudar a descohesionar les zones de contacte entre les particules d'a-TCP romanents i la
matriu CDHA. Es podria estar afavorint l'activacid del mecanisme de propagacié de

clivelles, i com a resultat, provocar un material més fragil.

Tanmateix, en les mostres de ciment amb accelerant i cobalt, el modul elastic del ciment
sembla augmentar. Aquest fet es podria explicar amb ['existéncia del complex de
coordinacié que es forma entre els ions (HPO,)? i els ions cobalt. Aquesta espécie podria
estar actuant com a reforg, i aixi mostrar resisténcia al mecanisme de propagacio de

clivelles entre la matriu CDHA i les particules d'a-TCP romanents.

6.2. Caracteritzacié quimica

6.2.1. Identificacio qualitativa de fases mitjancan t difraccio de raigs X

En la figura (Fig. 6.4) es mostren els difractogrames obtinguts per a les vuit mostres de
ciment assajades després d'haver-les deixat prendre durant onze dies en medi aquds a
37°C.

La identificaci6 dels pics es va dur a terme per comparaci6 amb les fitxes
cristal-lografiqgues: JCPDS 09-0348 per I'a-TCP i JCPDS 09-0432 per I'HA (Joint Committee

on Powder Diffraction)

En els difractogrames es detecten els pics caracteristics de la fase HA i alguns pics de
baixa intensitat pertanyents a la fase a-TCP. Aquest fet ens indica que la transformacio d'o-
TCP a hidroxiapatita deficient en calci ha estat quasi bé completa, perd queda un minim

romanent d'a-TCP.

Fixant-nos en l'evolucié dels difractogrames de les mostres que contenen cobalt sense
accelerant, s'observa que al augmentar la concentracié de cobalt, augmenta I'amplada dels
pics d'HA. D'aquesta observacié se'n despren la idea que amb la preséncia de cobalt es

desenvolupa fase HA, pero el material esdevé menys cristal-li. Aquest fet es pot apreciar en
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® o-TCP (JCPDS 09-0348)
4 HA (JCPDS 09-0432)

80

Co-1.0A

Co-0.5A

Intensitat (u.a.)

26 (°)

Fig. 6.4 Difractogrames corresponents a les vuit mostres de ciment assajades en forma pols. La

indexacio dels pics coincideix amb les fitxes cristal-lografiques de I'a-TCP (JCPDS 09-0348)
i 'HA (JCPDS 09-0432)

els pics de difraccié a 25.9°. Aquests pics representen la familia de plans de Miller (002) i
reflecteixen el creixement del cristall al llarg de I'eix ¢ de la cel-la cristal-lina d'HA.

En els difractogrames no apareix cap desplagcament en la posicio dels pics de difraccio que
pugui indicar que els ions cobalt estiguin substituint els ions calci en l'estructura CDHA.

L'lnic que es pot afirmar és que l'addicié6 de cobalt distorsiona l'estructura, perd no s'hi
incorpora.
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6.2.2. Espectroscopia infraroja per transformada de Fourier amb reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Mitjancant la tecnica d'espectroscopia infraroja es van poder identificar les molécules que
componen el material d'estudi, a través de l'andlisi de la vibracié caracteristica dels seus
enllacos quimics. La figura (Fig. 6.5) mostra els espectres caracteristics d'infraroig de les
dues series de mostres de ciment, que difereixen entre si per I'absencia o l'addicié d'agent
accelerant. Alhora, els espécimens de cada série es diferencien pel seu contingut de cobalt
(Serie sense accelerant: CTRL, Co0-0.1, Co-0.5 i Co-1.0. Série amb accelerant: CTRL A,
Co-0.1 A, Co-0.5 AiCo-1.0 A). Els vuit tipus de mostres es van deixar prendre durant onze

dies en medi aqués a 37°C.

En els espectres de les vuit mostres, les bandes d'absorcié van apareixer en la regio
d'infraroig amb nombres d'ona menors a 1500cm™. Aquesta regié es coneix amb el nom de
"regi6é d'empremta dactilar" del compost. En aquesta franja apareixen les bandes d'absorcio
tipiques per a elements del tercer periode, com el fosfor, i per a enllagos simples
corresponents a les vibracions d'esquelet i d'atoms més pesats que el hidrogen o el
carboni. L'assignacio de les diferents bandes d'absorcié que apareixen en els espectres de

la figura (Fig. 6.5) es resumeix a la taula (6.2).

En els espectres de les mostres control es van observar tres bandes d'absorcid, a 965 cm'l,
1030 cm™ i 1085 cm™, corresponents a les vibracions que s'assignen als grups PO,”,
d'estructura tetraédrica. A 965 cm™ es va localitzar una banda molt débil corresponent al
mode de vibracio v, de tensidé simetrica P-O del grup PO,>. A 1085 cm™ es va detectar una
absorcio en forma de coll pertanyent al mode de vibracié v;, extensions triplement
degenerades de l'enllag P-O, del grup PO,*. A 1030 cm™ apareix clarament una banda
ampla que també correspon al mode de vibraci6 v; del grup PO,>. Aquestes tres bandes (a
965 cm™, 1030 cm™ i 1085 cm™) augmenten en intensitat en els espectres de les mostres
de ciment que contenen cobalt. Aquest efecte es manifesta de manera notable en la banda

situada a 1030 cm™.

A més de les vibracions que s'assignen al grup PO,>, apareixen dues bandes a 870 cm™ i
1135 cm™, atribuides al grup HPO,” i caracteristiques de la hidroxiapatita no
estequiometrica (Cag(HPO,4)(PO,)50H). L'apatita no estequiometrica consisteix en una

xarxa cristal-lina amb vacants en posicions de Ca*" i OH". La neutralitat es manté per la
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—CUTRL
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~—Co0-0.5
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Co-0.1 A
—Co-0.5A
Co-1.0A

Transmitancia %

1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800

Nombre d'ona (cm™)

Fig. 6.5 Espectres d'infraroig per dues séries de CPC (amb i sense accelerant). Els espécimens de
cada serie tenen un contingut de cobalt en pes diferent (0%, 0.1%, 0.5% i 1%) Els vuit

ciments es van deixar prendre durant onze dies en medi aquds a 37°C

Taula 6.2 Bandes d'absorcié d'infraroig detectades per als vuit ciments endurits després d'un

periode d'immersié en aigua d'onze dies a 37°C [64,65]

Nombre d'ona (cm™) Vibracid

1135, (espatlla molt pocintensa)  mode de vibracié vs, corresponentals grups HPO4*

1085, (espatlla poc intensa) mode de vibracio vs, corresponentals grups (PO4)
1030, (bandaintensa) mode de vibracio v, corresponentals grups (PO4)
965, (handa poc intensa) mode de vibracio v, corresponentals grups (PO4)
870, (banda poc intensa) mode de vibracioé vs, corresponentals grups HPO4*

*Ginebraetal., 1997
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incorporacié de ions H*, que sén part dels grups HPO,* que hi apareixen. Aquestes dues
bandes s'aprecien subtilment en les posicions 870 i 1135cm™ de les mostres control. La
banda a 1135 cm™ s'observa com un coll de curvatura molt oberta corresponent al mode de
vibracié vs del grup HPO,”. Tanmateix, la banda a 870cm™ apareix de manera quasi
imperceptible en l'espectre de la mostra control i representa el mode de vibracié vs de
deformacié de l'enllag P-O(H) en el grup HPO,”. En els espectres de les mostres que
contenen cobalt, la intensitat d'aquestes dues bandes, caracteristiques de la hidroxiapatita

no estequiometrica, no es veu alterada malgrat la seva addicio.

6.2.3. Espectroscopia per dispersio d'energia (EDS)

Es va realitzar una analisi EDS per semiquantificar la preséncia de cobalt en la composicio
atomica de les superficies dels ciments objecte d'estudi. Es van analitzar un total de vuit
mostres de ciment, el periode de presa dels quals fou onze dies d'immersié en aigua
destil-lada a 37°C. Una primera série de mostres estava composta per una mostra control
de ciment de fosfat de calci i tres mostres de ciment amb un contingut en cobalt del 0.1, 0.5
i 1% en pes. La segona série constava d'una mostra control de ciment de fosfat de calci
amb accelerant i tres mostres que contenien agent accelerant i cobalt al 0.1, 0.5 i 1% en

pes.

Cal destacar que les concentracions de cobalt en les mostres objecte d'estudi son valors
que es troben proxims i en el mateix llindar de deteccié de la tecnica EDS. Com es va
esmentar en l'apartat 5.2.3, aquesta técnica té aproximadament un nivell de sensitivitat de
I'ordre de 1000-3000 ppm (0.1-0.3% en pes) del component a detectar. Per aquest motiu,
es va abandonar la idea de fer un "mapping" de la superficie de les mostres per trobar
cobalt, perod es van generar tres espectres per cada tipus de ciment, punxant a tres zones

diferents de la superficie de la mostra.

El resultat fou que només les mostres de ciment que contenien cobalt en un 1% en pes van
generar espectres amb senyal per a cobalt. Els pics per a cobalt en els espectres van
apareixer per un valor caracteristic de Ka igual a 6.9keV. A continuacid, s'adjunten les
taules de les composicions elementals de la superficie de les dues mostres de ciment que
contenien un 1% de cobalt (Co-1.0 i Co-1.0A)
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Taula 6.3 Composicié elemental de la superficie de la mostra de ciment Co-1.0

Espectre n® O . P . C.I . C? . C.O " Cal/P
(% atomic) (% atomic) (% atomic) (% atomic) (% atomic)

1 62.05 15.46 0.11 21.94 0.39 1.42

2 67.01 13.25 0.09 19.28 0.31 1.46

3 29.23 24.83 0.12 35.28 0.36 1.42

Mitjana  52.76£20.53 17.85+6.14 0.11+0.01 25.50+8.57 0.35£0.04 1.43+0.02

Taula 6.4 Composicio elemental de la superficie de la mostra Co-1.0 A

Espectre 0] Na P Cl Ca Co CalP
n® (% atomic) (% atomic) (% atomic) (% atomic) (% atomic) (% atomic) %
1 52.81 0.45 1F.E7 0.13 28.56 0.28 1.61
2 45.07 0.28 17.89 0.1 25.76 0.21 1.44
3 62.19 0.71 15.23 0.08 21.87 0.16 1.44

Mitjana 53.36£8.57 0.4840.22 16.96x1.50 0.11£0.03 25.40+3.36 0.22+0.06 1.49+0.10

6.3. Caracteritzacidé microestructural

6.3.1. Determinacio de la superficie especifica

Els resultats de l'assaig d'adsorcid fisica de gas nitrogen van permetre determinar la
superficie especifica dels vuit tipus diferents de ciments. Observant la grafica (Fig. 6.6) dels
resultats, s'aprecia com la introduccié de ions cobalts i Us d'agent accelerant no tenen

efecte sobre la superficie especifica dels ciments.

Com es veura en la seguent seccid, aquests resultats correlacionen perfectament amb les
microestructures observades en les imatges obtingudes per microscopia electronica de
rastreig.
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Fig. 6.6  Grafica dels valors de la superficie especifica determinada pels vuit tipus diferents
de ciment. Les variables son: I'is d'agent accelerant i la preséncia de ions cobalt a

concentracions: 0.1, 0.5 1% en pes

6.3.2. Microestructura observada per microscopia el  ectronica de rastreig

Tal i com es va mencionar anteriorment, la microestructura dels ciments esta relacionada
directament amb les propietats mecaniques d'aquests. Caracteristiques com porositat de la
mostra, topografia, morfologia i distribucio dels cristalls tenen un efecte directe sobre les
propietats mecaniques del material. A més, conéixer la topografia superficial dels ciments
és de vital importancia en el camp dels biomaterials per poder entendre com les cél-lules

interactuen amb el material, com es poden adherir, proliferar i diferenciar.

Per poder conéixer la microestructura dels ciments objecte d'estudi, es van capturar
imatges de la superficie fracturada de les provetes dels vuit tipus diferents de ciment a 10,
20 i 40KX augments.

En les micrografies a i ¢ de la figura (Fig. 6.7), corresponents a la superficie de fractura de
les mostres control i control amb accelerant a 10KX, s'observa el mateix tipus de
microestructura sense diferéncies rellevants entre elles. En ambdues micrografies no es
detecten particules d'a-TCP sense reaccionar, perdo es poden distingir els espais que
ocupaven inicialment. Aquests espais ara es troben ocupats per cristalls grans de tipus

laminar envoltats d'una capa gruixuda de cristalls més petits de morfologia acicular. En les
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micrografies b i d (Fig. 6.7), de major nUmero d'augments, es pot apreciar la gran
compacitat que presenten els petits cristalls aciculars de CDHA que formen la closca, i la

poca densitat que presenta la disposicié de grans cristalls laminars a l'interior de la cavitat.

Entre aquestes estructures descrites, apareix un altre tipus de morfologia cristal-lina que
consisteix en estructures arborescents denses i entrecreuades de petits cristalls en forma

d'agulles. Un exemple d'aquestes, s'observa clarament en la micrografia b, (Fig. 6.7).

També cal esmentar l'aparicié d'algunes cel-les de Hadley en la micrografia a (Fig. 6.7).
Aquestes estructures son tipiques en la microestructura dels ciments. Apareixen com a
cavitats buides envoltades per una capa gruixuda de petits cristalls. Ocupen el lloc on
préviament hi havia una particula d'a-TCP, que desapareix al dissoldre's i reaccionar
completament. Com les micrografies pertanyen a la superficie de fractura de les bastides
de ciment, aquestes cavitats apareixen tallades per la meitat, la qual cosa porta a pensar

gue han estat el defecte critic que ha provocat la fractura en aquestes provetes.

Fig. 6.7  Micrografies SEM de la superficie de fractura de provetes CPC sense cobalt, a 10 i 40KX
augments. Els ciments van prendre durant onze dies immersos en aigua destil-lada, a
37°C ila seva relaci6 L/P era de 0.35 ml/g. Les micrografies a i b corresponen a la mostra
CTRL, les micrografies ¢ i d corresponen al ciment CTRL A
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En la figura (Fig. 6.8) s'adjunten sis micrografies que mostren la superficie de fractura de
les mostres de ciment: Co-0.1, Co-0.1 A, Co-0.5, Co-0.5 A, Co-1.0 i Co-1.0A, a 10KX
augments. Les mostres de ciment d'aquestes micrografies es diferencien de les mostres de
ciment de la (Fig. 6.7) per la incorporaci6 de cobalt en la fase liquida dels ciments.

Observant les noves micrografies, es pot afirmar que I'addicié de cobalt no té efecte sobre

Fig. 6.8  Micrografies SEM de la superficie de fractura de ciments de fosfat de calci dopats amb
cobalt, amb i sense agent accelerant, a 10KX augments. Els ciments van prendre durant
onze dies immersos en aigua destil-lada, a 37°C i la seva relacié L/P era de 0.35 ml/g. ( a:
Co-0.1, b: Co-0.1 A, c: Co-0.5,d: Co-0.5 A, e: Co-1.0, f: Co-1.0A)
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la microestructura del ciment. Tampoc hi ha indicis de canvi en la microestructura per I'is
d'agent accelerant. La similitud de la microestructura d'aquestes sis mostres entre elles és
molt gran. Totes elles presenten una topografia densa i molt rugosa. També s'hi observa la
preséncia de cel-les de Hadley. En les micrografies c, d i f de la figura (Fig. 6.8), es
detecten espais buits entre agregats cristal-lins que semblen generar un tipus de porositat

micrométrica en forma de llargues cavitats connectades entre si.

6.4. Estudi d'alliberament de ions cobalt

En el present treball, el nivell d'alliberament de ions cobalt ha de ser necessariament
controlat. Es un requisit fonamental que la quantitat de ions cobalt alliberada es trobi per
sota d'una concentracié de 100-200 puM [37,42]. Si s'excedis aquest rang, podrien existir
problemes de citotoxicitat o bé, la diferenciaci6 normal de les cel-lules mesenquimals

estromals del moll de I'os (BMSC), es podria veure alterada.

Es pretén elucidar quina concentracié de cobalt s'allibera a partir de discs de CPC dopats
amb cobalt al 0.1, 0.5 i 1%, que han estat immersos en 2 ml d'aigua desionitzada un maxim
de 7 dies. Les mesures de les concentracions de cobalt foren seleccionades a temps de
24h, quatre dies i set dies, com a maxim, perque la cascada de processos que estimulen i
activen la regeneracio 0ssia succeeixen immediatament com a mecanisme de resposta a la
fractura de teixit ossi. Dintre d'aquesta cascada de processos es troba I'etapa d'angiogenesi
0 vascularitzacio, que es veu estimulada per un microambient en condicions d'hipoxia. Tal
condici6é d'hipoxia, es veu afavorida a la vegada, per la preséncia de quantitats de cobalt a

nivell micro.

6.4.1. Per colorimetria

Es va intentar dur a terme un analisi colorimétric per determinar la concentracié de ions
cobalt alliberats en medi aquds. Amb aquest proposit, primer es va desenvolupar el reactiu

MB-ATP-Cu™, seguint els passos del segon protocol descrit en 'apartat 5.4.1.
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Es va observar que en acabar de preparar el reactiu, als dos minuts d'incubacié, apareixia
un precipitat com s'aprecia en la imatge (Fig. 6.9). Tot i aixi, es va utilitzar el reactiu per
veure si aquest era capac de detectar ions cobalt i poder fer una primera aproximacio de

resultats per colorimetria.

Fig. 6.9  Reactiu ATP-MB-Cu** sense precipitats, a linstant final de la seva

preparacio i el mateix reactiu amb precipitats, després de 2 minuts.

Es va preparar una série de cinc tubs Eppendorf d'1.5ml de capacitat. Un tub contenia 750
Ml d'aigua desionitzada i els altres quatre contenien 750 ul de dissolucions de clorur de
cobalt a 0.6, 1, 1.4 i 7 mM. Rapidament s'hi van afegir 250l de reactiu ATP a tots cinc. Tot
seguit, es van agitar breument amb I'ajuda d'un agitador vortex i es van deixar incubar.
Instantaniament, van aparéixer nous precipitats a l'interior dels Eppendorfs. Després de 30-
40 minuts d'incubaci6, va aparéixer una gradacio de colors en la série de tubs Eppendorf,
en funcié de les concentracions de ions cobalt detectades, pero els precipitats no van
desaparéixer (Fig. 6.10). Es va intentar separar els precipitats de les mostres centrifugant,
pero el color de les mostres quedava atrapat en els precipitats i la mostra liquida resultava

incolora.

Per tant, degut a I'aparicid de precipitats en el reactiu, la inestabilitat de I'especie colorada,
I'aparenca térbola de les dissolucions, la manca de reproductibilitat i la poca precisié en la
deteccié de les concentracions, es va decidir abandonar la colorimetria com a tecnica

analitica en l'estudi d'alliberament de ions cobalt.



Sintesi i caracteritzacio de ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt per estimular la regeneracio de teixit ossi  Pag. 79

X Gradacio de color + Precipitats
i % 1
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Fig. 6.10 Gradaci6 de colors que provoca el reactiu ATP-MB-Cu®* en funcié de la detecci6

de diferents concentracions de ions cobalt

6.4.2. Per plasma d'inducci6 acoblat a espectrometr  ia de masses (ICP-MS)

Abans de realitzar qualsevol assaig es va fer un calcul de la quantitat maxima de ions
cobalt que podien alliberar els discs de CPC dopats amb cobalt en medi aqués. Per al
calcul, es va suposar que el cobalt que contenia el disc més gran de cadascun dels tipus de
ciment, s'alliberava completament en set dies en 2ml d'aigua desionitzada. El calcul es va
realitzar per poder fer una valoracio posterior dels resultats obtinguts experimentalment. El
procediment de fabricacié dels discs de CPC dopats amb cobalt, es va explicar, pas a pas,
en l'apartat 4.4 d'aquest treball. La concentraci6 maxima a la qual es podria arribar,
suposant que s'alliberés tot el cobalt incorporat a la fase liquida del ciment, es pot llegir a la
taula 6.5.

La determinacioé experimental de les concentracions de cobalt alliberades durant un, quatre
i set dies en 2 ml d'aigua desionitzada es va aconseguir mitjancant la técnica analitica de
plasma d'induccié acoblat a espectrometria de masses (ICP-MS). Es van sotmetre a analisi
tres repliques de cadascun dels medis on havia estat immers un disc de cadascuna de les
vuit composicions diferents de CPC a 37°C. Els temps d'immersié de les mostres van ser
d'l, 4i 7 dies. Els detalls de I'obtenci6 de les 72 mostres que es van analitzar, es troben en

l'apartat 4.4 del treball.
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Taula 6.5 Resultats del calcul de les concentracions maximes de cobalt que poden ser alliberades
en el medi on es van submergir cadascun dels discs de CPC dopats amb cobalt. Es suposa que el
cobalt que conté el disc de CPC, s'allibera al 100%.

Concentracio de cobalt
alliberada maxima teoricament

Disc CPCamb 0.1%Co 370 yM
Disc CPC amb 0.5%Co 2182 UM
Disc CPC amb 1.0%Co 3510 uM

Els resultats de I'assaig per ICP-MS s'han representat en dues grafiques. D'una banda, una
grafica (Fig. 6.11) per les concentracions de cobalt del medi on es van submergir els discs
de CPC dopats amb cobalt sense accelerant, i una altra grafica (Fig. 6.12), per les
concentracions de cobalt obtingudes per la immersié de discs de CPC que contenien agent
accelerant i cobalt.

70
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Fig. 6.11 Grafica de les concentracions de cobalt a temps: 1,4 i 7 dies pels discs de CPC dopats
amb cobalt al 0.1, 0.5 i 1% en pes. Les diferents lletres expressen diferéncies
significatives utilitzant un interval de confianca del 95% (p<0.05)
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Fig. 6.12 Grafica de les concentracions de cobalt a temps: 1,4 i 7 dies pels discs de CPC que
contenen agent accelerant i han estat dopats amb cobalt al 0.1, 0.5 i 1% en pes. Les
diferents lletres expressen diferéncies significatives utilitzant un interval de confianca del
95% (0<0.05)

En ambdues grafiques s'observa que és durant les primeres 24h quan es produeix més
alliberament de ions cobalt. De fet, durant aquest periode s'allibera aproximadament un
75% del cobalt total alliberat. A partir de les 24 hores continua havent-hi alliberament pero
es produeix de manera mes gradual. Tal i com s'esperava, en totes dues grafiques el valor
maxim de cobalt alliberat correspon a les mostres de ciment que contenen un 1% de cobalt.
A la taula 6.6, es troben els valors maxims de ions cobalt alliberats per cada tipus de

ciment.

Destaca el fet que el nivell d'alliberament per les mostres de ciment dopades amb cobalt i
sense accelerant és més elevat, gairebé vint cops més, que en els ciments que contenen
agent accelerant. Aquest fet es veuria explicat per la hipotesi que entre els ions cobalt i els
ions hidrogenfosfat (HPO,*) de la solucié accelerant es forma un precipitat, en forma de
complex de coordinacid, tal com s'ha explicat anteriorment. Degut a l'estabilitat d'aquesta
nova especie, el cobalt quedaria atrapat en l'estructura del complex i I'alliberament d'aquest
al medi es veuria molt restringit. En canvi, en les mostres de ciment que no contenen
accelerant, els ions cobalt, que com s'havia vist, no s'han incorporat a la hidroxiapatita

deficient en calci, tenen més facilitat en alliberar-se.
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Taula 6.6 Valors experimentals maxims de la concentracio de ions cobalt alliberada per discs de

CPC dopats amb cobalt, amb i sense accelerant, en 2ml d'aigua desionitzada a 37°C

Concentracio de cobalt alliberada
maxima experimental

Disc CPC amb 0.1%Co 0.060 UM
Disc CPC amb 0.5%Co 39.725 uM
Disc CPC amb 1.0%Co 62.180 uM
Disc CPC amb 0.1% Co + agent accelerant 0.034 UM
Disc CPC amb 0.5% Co + agent accelerant 0.150 uM
Disc CPC amb 1.0% Co + agent accelerant 3.316 M

També cal destacar que els valors maxims experimentals d'alliberament de ions cobalt
representen aproximadament un 2% dels valors d'alliberament del calcul teodric, on es
considerava que s'alliberava tot el cobalt que contenien els discs de ciment. Aixo implica
que el valor maxim d'alliberament de ions cobalt es trobi en 62uM per la composicié de
ciment amb un 1% de cobalt en pes. Com aquest valor es troba per sota de 100-200 pM,
no s'entra en conflicte amb la restriccié principal del treball. Complir amb aquest requisit
fonamental, implica la viabilitat dels ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt al 0.1, 0.5 i

1% en pes, com a materials biocompatibles.
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7. Conclusions

Com a consequencia del present treball es poden extreure les seguents deduccions i

conclusions:

1.

w

Després d'onze dies de presa, la fase principal dels ciments estudiats és
hidroxiapatita, tot i que encara es detecta una minima presencia de fase a-TCP.
Per tant, la reaccié de transformacio d' a-TCP a hidroxiapatita deficient en calci

per hidrolisi és gairebé del 100%

. L'addicio de cobalt no interfereix en el desenvolupament de la fase hidroxiapatita

pero disminueix el grau de cristal-linitat dels ciments.

El temps de presa dels ciments es duplica amb la preséncia de cobalt respecte
els ciments, la fase liquida dels quals, consistia Unicament en aigua destil-lada.
En canvi, la preséncia de cobalt no interfereix en I'efecte de reduccié dels temps

de presa de I'agent accelerant.

L'addicié de cobalt en la fase liquida dels CPC suposa un lleuger increment en

els valors de la resistencia maxima a compressio.

Els valors de superficie especifica no es veuen afectats pel dopatge amb ions

cobalt.

. No s'aprecien canvis microestructurals en la superficie dels ciments dopats amb

cobalt en preséncia 0 abséncia d'Us d'agent accelerant.

. En l'estudi dalliberament de ions cobalt es va detectar que el nivell de ions

alliberat es troba per sota del rang considerat com citotoxic. Els ciments amb
més capacitat d'alliberar ions cobalt sén aquells que no contenen agent

accelerant en la seva fase liquida i que son dopats amb un 1% de cobalt en pes.
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8. Perspectives futures

Existeixen estudis i experiéncies interessants a considerar més enlla de l'abast d'aquest
projecte. Com a resultat directe de les conclusions extretes d'aquest treball, els ciments de
fosfat de calci dopats amb cobalt estudiats, presenten propietats adequades per ser
considerats com a biomaterials candidats per estimular la regeneracié de teixit ossi. Aquest
treball obriria la porta a avaluar in vitro la resposta cel-lular dels ciments de fosfat de calci

dopats amb cobalt en una seguent fase d'estudi.

També seria interessant estudiar com es podria reduir el temps de presa dels ciments
dopats amb cobalt sense afegir hidrogenfosfat de sodi, com agent accelerant a la fase
liquida del ciment. Com s'ha vist, I'addici6 d'aquest agent accelerant comporta I'aparicié
d'una espécie complex que redueix considerablement l'alliberament de ions cobalt. La
solucié seria suprimir el seu Us, per0 aixd comportaria augmentar considerablement el
temps de presa del ciment. Aquest fet implicaria no complir un requisit clinic com és un
temps de presa curt. Es podria estudiar com reduir el temps de presa amb altres
estratégies, sense renunciar al dopatge amb cobalt, fins arribar a un compromis entre la

guantitat de cobalt alliberada i un temps de presa que satisfés el requeriment clinic.
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9. Costs economics i impacte mediambiental

9.1. Costs economics

El pressupost del projecte es desglossa en tres conceptes diferents: el concepte de costs
dels materials de laboratori i reactius, el concepte referent a tecniques de caracteritzacio i

maquines de laboratori i el concepte de cost del personal d'enginyeria implicat.

El cost del consum energetic de les maquines emprades, el cost del seu manteniment, aixi
com els costos d'amortitzacié de les mateixes, estan inclosos en el preu per hora, preu per

mostra analitzada o preu per assaig.

Taula 9.1 Costs de les materies primeres i material de laboratori

Preu / unitat d’amidament Material Emprat
Cost (£)

Concepte €ly £/ml €/unitat d ml unitats
Hidrogenfosfat de calci (CaHP Dy 0.06 52400 31.44
Carbonat de calci (CaZOs) 0.31 192.00 59 52
Hidroxiapatita precipitada CanPO4 sl OH 0.02 12.00 024
Hidrogenfosfat de sodi (Ma:HPO4) 0.06 15.00) 090
Clorurde cobalt 1.59 5.81 9.24
Blau de metile 0.25 0.60 0.15
2-aminotiofencl 1.27 0.78 0.99

itrat de coure 2.70 7.29 18.58
Ftanol absalut 0.03 400.00 12.00
Fot de polipropilé amb tapa estéril (50ml} 0.21 3000 630
Pot de polipropilé amb tapa estéril (30ml} 0.15 £0.00 9.00
Tubs microcentrifugatipus Falcon (15ml) 032 72.00 2504
Tubs microcentrifugatipus Eppendorf (1.5ml) 0.0% 150.00 810

ell-plate estérl de 24 pousts 2.80 300 T80
Funtes de pipeta estarils 0.09 300 00 2700
Guants de latex estérils 0.04 250.00 10.00
TOTAL 225.29
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Taula 9.2 Costs técniques de caracteritzacié i maquines de laboratori
Preu Emprat
- - Cost (€)
Tecniques de caracteritzacio €/hora €/mostra |€.‘assaig hores mostres
Difraccid deraigs X 7.00 8.00 56.00
ATR-IR 5.14 8.00 41.12
Picnometria d'heli 30.00 32.00 960.00
Superficie especificaBET 7.32 3.00 58.56
SEM/EDS 106.74 8.00 853.92
Assaig de compressid uniaxial 80.00 12.00 960.00
ICP-MS 570.00 570.00
Subtotal
Maquines laboratori €/hora €/mostra |€.‘assaig hores mostres Cost(€)
Forn eléctric 8.00 60.00 480.00
Moli planetari 6.00 1.00 6.00
Mesclador automatic 1.70 2.00 340
Subtotal 489.40
TOTAL 3989.00
Taula 9.3 Cost del personal d'enginyeria
Preu Dedicacid
Cost (€)

Concepte €/hora hores

Director del projecte 75.00 150.00 11250.00

Enginyer junior 25.00 600.00f 15000.00

Tecnic especialitzat 53.00 30.00 1590.00

TOTAL 27840.00
Yo
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Taula 9.4 Cost total del projecte

Cost de materials 225.29€
Costde tecniques de

caracteritzacié i maquines de 3,989.00 €
laboratori

Costde personal 7 27,840.00€
Total | 32054.20€ |
IVA 6,731.40 €
Overhead UPC | s64156€
TOTAL FINAL 44,427.25€

9.2. Impacte mediambiental i socioeconomic del proj  ecte

= Impacte mediambiental

Les materies primeres que componen la fase pols dels ciments de fosfat de calci, no duen
associat cap cost mediambiental remarcable tenint en compte la naturalesa d'aquests
productes (fosfat de calci, hidrogenfosfat de sodi, hidroxiapatita precipitada). En canvi, la
fase liquida dels ciments inclou dissolucions aquoses de clorur de cobalt, i aguestes si
mereixen un tractament de residus especial. Les dissolucions de clorur de cobalt no poden
entrar en contacte amb el medi aquatic, ja que s6n molt toxiques i poden comportar
alteracions genétiques. Per tant, es recullen i sS'emmagatzemen a banda per poder tractar-

les posteriorment.

Les altres substancies residu en forma liquida que mereixen especial tractament
d'eliminacié sén els productes que constitueixen el reactiu emprat en la colorimetria.
Substancies com I'aminotiofenol, el blau de metilé i dissolucions aquoses de nitrat de coure,

també mereixen un tractament especial d'eliminacio.
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Com a residus solids potencialment perillosos pel medi ambient generats durant el treball,
es tenen els ciments presos dopats amb cobalt que van ser rebutjats després dels assaigs.

Aquest material de rebuig es va separar dels altres residus solids per tractar-lo apart.

En el laboratori del grup d'investigacié Bibite es segueix una politica molt estricta en la
gestié de residus. Es disposa de tota la infraestructura necessaria per poder separar les
substancies potencialment perilloses pel medi ambient que s'han anat recol-lectant durant
el periode d'execucié dels assaigs. El laboratori disposa de recipients habilitats per a
contenir cada tipus de residu. Periodicament, I'empresa gestora de residus de la Universitat
Politecnica de Catalunya els recull i els hi déna el tractament adequat d'eliminacié per

minimitzar al maxim el impacte ambiental.

= [mpacte socioeconomic

La incidencia mundial de trastorns i afeccions 0ssies ha mostrat una tendéncia a l'alca
abruptament en les ultimes décades, especialment en les poblacions on I'envelliment de la
poblacié va acompanyat de l'augment de I'obesitat i I'escassa activitat fisica. S'estima que
nomeés a Europa, cada any, es requereixen més d'un milié d'intervencions com a resposta a
trastorns ossis. D'aquestes intervencions, d'un 5 al 10% presenten complicacions
associades a manca de reg sanguini, mala aposicié de I'os fracturat, interposicié de teixit

necrotic entre els fragments ossis, immobilitzacié inadequada i infeccions [10].

La cerca de solucions potencials a aquesta problematica produeix una gran demanda de
materials adequats per a la reparacio i regeneracié 0ssia. Des d'aquesta perspectiva, els
ciments de fosfat de calci dopats amb cobalt podrien ser un bon material candidat a suplir
aguesta demanda en un futur. Un biomaterial osteoinductiu i capac¢ d'afavorir I'etapa de
l'angiogenesi, podria accelerar el procés de curacid i regeneracié 0ssia, i podria evitar el
fracas de curacid provocat per una vascularitzacio deficient. A més, els ciments de fosfat de
calci poden ser injectats, la qual cosa permet practicar tecniques quirdrgiques poc invasives
comparades amb les técniques ortopediques tradicionals. A la practica, una técnica
quirdrgica poc invasiva, normalment, implica una estada hospitalaria i un periode de

recuperaciéo més curt per al malalt.
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