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ABREVIATURES

BG: Vidres bioactius.

BPO: Peroxid de benzoil.

BZN: 4,4-Bis(dimetilamino)difenil carbinol.
DMA: Memoria d’accés directe.

DMT: 4-4’-bis(N,N-dimetilamino)-4-toluidina.
DMSO: Dimetilsulfoxid

EMHQ: Eter metilic de hidroquinona.

FT-IR/ATR: Espectroscopia infraroja amb transformacido de Fourier per reflectancia total

atenuada.

V.sim: Frequéncia de vibracié asimeétrica.

Vsim: Frequéencia de vibracié simétrica.

HA: Hidroxiapatita.

HA 0%: Proveta control.

HA 5%: Proveta que conté un 5% de HA en la fase solida.
HA 15%: Proveta que conté un 15% de HA en la fase solida.
HA 25%: Proveta que conté un 25% de HA en la fase solida.
HDPE: Polietile d’alta densitat.

HEMA: 2-Hidroxietilmetacrilat.

Hhia: Grau d’hidratacio.

HPLC: Cromatografia liquida d’alta eficacia.
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ICP: Interruptor de control de potencia.
MER: Microscopia electronica de rastreig.
MMA: Metacrilat de metil.

MTT: Assaig de la citotoxicitat.

PA: Poliamida.

PBS: Solucio salina amortida per fosfats.
PC: Policarbonat.

PE: Polietilé.

PET: Polietilé tereftalat.

PES: Poliéter sulfona.

PG: Vidres de fosfat.

PMMA: Polimetacrilat de metil.

P,: Pérdua de pes.

PS: Poliestire.

PTFE: Politetrafluoroetile.

PU: Poliureta.

PVC: Policlorur de vinil.

RMN: Ressonancia magnetica nuclear.

o.: Resisténcia a la compressio.

SBF: Soluci6 que simula el fluid del plasma huma (Kokubo).
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Tamp: Temperatura ambient.

Te: Temperatura d’enduriment.
Tmax: Temperatura maxima.

Ty: Temperatura de transicio vitria.
te: Temps d’enduriment.

TMX: Poliestiré Thermanox.

UV: Radiaci6 ultraviolada.

VR: Viabilitat cel-lular relativa.
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1. INTRODUCCIO
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1.1. ANTECEDENTS

L’aplicacio dels ciments ossis acrilics en diferents tipus d’intervencions quirargiques dins de
'especialitat de traumatologia es remunta a inicis de la segona meitat del segle XX, quan el
doctor Sir. John Charnley*?(1911-1982) (Figura 1.1) va fer servir per primera vegada el
polimetacrilat de metil (PMMA) com a matriu per a la fixacié de protesis articulars® i per

emplenar els defectes ossis derivats de diferents patologies.

Figura 1.1. Dr. Sir. John Charnley

Des de llavors s’han desenvolupat modificacions en la composicié quimica d’aquests materials
per tal daportar-les-hi millores en les diferents propietats com per exemple: propietats

mecaniques, capacitat de lliurament farmacs, biocompatibilitat, etc.

1.2. OBJECTE

Es planteja la modificacio de la formulacié convencional de ciment ossi acrilic amb el
component inorganic majoritari dels 0ssos, és a dir, la hidroxiapatita (HA) (fosfat doble de sodi i
calci). La HA i particularment la d’origen mineral o de sintesi, no és un component innovador en
aquesta disciplina cientifica, pero I'is de la HA d'origen natural (procedent d’ossos de porc)
introdueix la possibilitat d’incorporar un material molt economic que pot millorar la resisténcia

mecanica del material sense perjudici de millorar la biocompatibilitat amb teixit ossi viu.
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1.3. ESPECIFICACIONS | ABAST

Es planteja un treball de cerca d’un material que permeti la fixacié de protesis articulades o bé
pugui ser considerat com a sistema de farciment de cavitat 0ssies derivades de processos
osteoporotics. Per arribar a trobar aquest material amb les propietats desitjades es preparen
ciments amb diferents continguts en HA natural. Posteriorment es caracteritzaran diferents
propietats fisico-quimiques dels materials les quals permetran prendre decisions a I'hora de
determinar la viabilitat técnica dels materials (termic, mecanic i morfologic).Finalment, es
realitza un estudi “in vitro” amb cultius cel-lulars per tal de determinar la biocompatibilitat del

material.
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2. FONAMENTS TEORICS



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d'origen natural Pag. 9

2.1. BIOMATERIALS

2.1.1. Definici6

Els biomaterials s6n productes destinats a aplicacions mediques que estan en contacte amb els
sistemes biologics, els quals poden ser: metalls, ceramics, polimérics (Figura 2.1) o materials
compostos*®. Actualment des d’un punt de vista conceptual, un biomaterial es defineix com una
substancia dissenyada per adquirir una forma en la que sola 0 com a part d'un sistema
complex, s'utilitza per dirigir mitjancant el control de les interaccions amb els components de
sistemes vius, el curs d’'un procediment terapéutic de diagnostic en medicina humana o

veterinaria®.

Material Ceramic ———>

Material Poliméric ——>

Material Metal- lic

Figura 2.1. Protesis de cadera on s'observen simultaniament els materials metal-lics (titani), ceramics
(hidroxiapatita) i polimérics (HDPE).

Els biomaterials son implantats amb la finalitat de substituir i restaurar teixits vius i els seus
funcionaments, el que suposa que estan exposats temporalment o permanent a fluids del cos,
tot i que en realitat poden estar localitzats fora del propi cos. S'inclouen en aquesta categoria a

la major part dels materials dentals que tradicionalment han estat tractats per separat.
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Hi ha dues caracteristiques importants que ha de complir un biomaterial per a que pugui

desenvolupar la funcié per la que ha estat dissenyat: biofuncionalitat i biocompatibilitat”.

» La biofuncionalitat és la capacitat que ha de presentar el material per a realitzar un
funcionament especific en el teixit i/o organs.

» La biocompatibilitat esta relacionada amb una acceptacio bioldgica. La bioacceptabilitat
no nomeés esta dirigida al biomaterial, sind també als diferents productes, tant de

degradacio fisica com quimica procedents del biomaterial.
Segons aquests requisits, els biomaterials és poden classificar en quatre grups®.

» Inert: El material provoca escassa 0 nul-la resposta reactiva.

» Interactiu: El material esta dissenyat per a introduir en I'ésser huma una resposta
especificament beneficiosa, és a dir, bona adherencia, creixement de nou teixit en la
superficie, entre d'altres.

» Viable: El material incorpora cél-lules vives en el moment de la seva implantacio, i la
persona 'accepta com si fos part del teixit normal.

» Replantar: El material consisteix en un cultiu “in vitro” de ceél-lules especifiques

préviament obtingudes del subjecte a implantar.

Cal pensar pero, que I'exit del biomaterial o del implant depén de tres factors principals: les
propietats i biocompatibilitat del implant, les condicions de salut del receptor i finalment per la

habilitat del cirurgia que realitza el implant.

Hi ha una serie de requisits indispensables que també ha de complir un biomaterial a més dels
mencionats anteriorment, que sén: Ser biocompatibles, és a dir, han de ser acceptats per propi
organisme, no provocar que aguest desenvolupi sistemes de rebuig davant de la preséncia del
biomaterial. No ser toxics, ni cancerigens, ser quimicament estables (no han de presentar
degradaci6 en el temps) i mostrar inheréncia quimica davant del teixit on s'implanta. Cal que
tinguin una resisténcia mecanica, temps de fatiga, densitat i pes adient. Han de presentar un
disseny de I'enginyeria perfecte, és a dir, les dimensions i forma del implant han de ser les
indicades, i el preu ha de ser el més barat possible. Finalment, el material ha de ser reproduible

i facil de fabricar i processar per a la seva producci6é en gran escala.
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2.1.2. Classificacio

Els biomaterials es poden classificar segons la seva naturalesa quimica en: metal-lics,

ceramics, polimérics i materials compostos.
Biomaterials metal-lics

Els biomaterials metal-lics es poden definir com a materials inorganics compostos d’'un o més
elements metal-lics. Cal dir també, que tenen la propietat de barrejar-se o dissoldre’s uns amb

els altres en estat solid i aixi obtenir aliatges metal-lics entre els que destaca I'acer.

A la década dels anys vint, “Reiner Erdle” i “Charles Orange”, van unir els seus coneixements
de metge dentista i metal-ldrgic, respectivament. Aquesta alianca va donar com a resultat
laliatge “Vitalliu”, que va ser el primer biomaterial metal-lic. Aguest material presenta
caracteristigues mecaniques, de biocompatibilitat i resisténcia a la corrosio, acceptables per
aplicacions en protesis quirdrgiques. Aquest aliatge esta compost per un (65% de Cobalt, 30%
de Crom i un 5% de Molibdé) i va ser el punt de partida de tota una série d’investigacions

multidisciplinaris en el desenvolupament de noves aplicacions ortopédiques.

Es facil distingir els biomaterials metal-lics de la resta ja que algunes de les seves
caracteristiques més destacades sén: la refractivitat a la llum, la transmissié de calor, la
conductivitat eléctrica o la capacitat de doblar-se sense trencar-se (bona resisténcia i tenacitat).
Aquestes propietats fan que aquest tipus de material sigui el més adequat per aplicacions
estructurals com poden ser les protesis articulars (cadera, genoll, ombro,...), plagues de

osteosintesis, claus de fixacio, implants dentals, entre d’altres.

£
I

Figura 2.2. Exemples dels biomaterials en diferents utilitzacions: A) Ciment ortopédic, B) Implant dental
per la fixacié de les dents, C) Protesis de genoll
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Biomaterials ceramics

Els biomaterials ceramics s6n compostos quimics complexes que contenen elements metal-lics
i no metal-lics. A causa dels seus enllagos ionics o covalents, sén generalment, lleugers, durs,
rigids i posseeixen bona resisténcia a la calor i als agents de corrosid, a més de la seva debil
resisténcia mecanica i la seva fragilitat. També, tenen una elevada temperatura de fusié, baixa
conductivitat termica i eléctrica.Els ceramics es consideren resistents al desgast i a la
compressio. Els principals biomaterials ceramics sén I'alimina, la zirconia, la hidroxiapatita, les
porcellanes, els vidres bioactius, etc. Principalment s'apliquen al sistema ossi, amb diferents
tipus d'implants i recobriments en protesis articulars. També s'utilitzen en aplicacions dentals,

en valvules artificials, cirurgia de I'espina dorsal i reparacions del crani.

Els biomaterials ceramics com la HA tenen com a funcio la restauracio i substitucié del teixit
ossi’ i s6n una solucié als implants artificials construits en base amb biomaterials metal:lics que
no son bioactius. La HA és un substrat idoni sobre el qual progressa el creixement del nou
teixit. La HA és el component principal del teixit ossi (0ssos i dentina). Aquest material pot ser
d’'origen animal o mineral i pot ésser sintetitzat a partir de la sintesis de reactius quimics purs.
S’ha demostrat que la HA (material bioceramic), és biocompatible, bioactiva, bioestable i
osteoconductiva. S’ha trobat també que quan els fosfats de calci s6n porosos ofereixen una

guimica de superficie que condueixen a la nova formacio6 de l'os.

Biomaterials polimerics

El terme polimer deriva d'origen grec “poli” que significa molts i “mer” que vol dir unitat. Els
polimers s6n materials que estan formats per nombroses unitats denominades monomers que
formen grans cadenes moleculars. El monomer és la unitat basica repetitiva de I'estructura del
polimer. La major part del polimer utilitzat en I'enginyeria es basa en els hidrocarburs, que sén
molecules formades principalment a partir dels atoms d’hidrogen i carboni disposades de forma

estructural.

Els polimers s6n materials menys densos que els metal-lics i els ceramics, perd al mateix
temps tenen bona compatibilitat amb el teixit huma. Com que posseeixen una bona resistencia

a la corrosig, fa que siguin bons candidats per ser implantats a I'interior del cos huma.



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d’origen natural Pag. 13

Els biomaterials polimérics poden ser classificar en dos grups. El primer grup s’inclou tots
aquells implants que han de tenir un caracter permanent, com son els sistemes o dispositius
utilitzats per a substituir parcialment o totalment a teixits o organs destruits com a consequiencia

d’una malaltia o trauma.

En el segon grup s'inclou els biomaterials d’aplicacié temporal, és a dir, aquells que han de
mantenir una funcionalitat adequada durant un periode de temps limitat, ja que I'organisme
huma pot desenvolupar mecanismes de curacio i regeneracio per a la reparacié de la zona o el

teixit afectat.

Dins la varietat de polimers biocompatibles, es pot trobar: els polimers naturals (cel-lulosa,
glucosalina,...) i els polimers sintétics (polietile d'ultra alt pes molecular (UHMWPE), PVC,
nylon, silicona,...). El desenvolupament dels biopolimers en les aplicacions inclou protesis

facials, parts de protesis d'oida, aplicacions dentals, marcapassos, ronyo, fetge i pulmons.

» Polimers naturals:

Els polimers d’origen natural s6n els anomenats biopolimers. Aquests poden provenir del regne
animal o vegetal. La seva complexitat estructural requereix una manipulacié especifica. S6n

biodegradables i s'utilitzen per aplicacions temporals.

Aquesta categoria engloba, entre altres, el midé el qual el seu monomer és la glucosa, i el cotd,
fet de cel-lulosa, que també té coma monomer la glucosa. La diferéncia entre ambdés és la
forma en que es troben els mondomers dins del polimer, aixi com la disposicié espacial dels

grups hidroxils i el tipus d’enlla¢ o-glucosidic.

Altres polimers naturals importants son les proteines, les quals els seus monomers sén els
aminoacids. Per altre costat, la llana i la seda s6n dos dels milers de proteines que existeixen

en la naturalesa, les quals s'utilitzen com a fibres i teles.

» Polimers sintétics:

Els polimers sintétics son els que s’obtenen ala industria o al laboratori a partir de processos de
polimeritzacid dels monomers que els constitueix. Sén creats per I'ésser huma a partir dels
propis elements de la naturalesa, per a funcions especifiques i posseeixen caracteristiques per

a complir aquestes mateixes.
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Dins d’aquest grup es troben tots els materials plastics, on cal destacar: el nylon, el poliestiré
(PS), el policlorur de vinil (PVC) i el polietile (PE). La gran varietat de propietats fisiques i
guimiques d’aquests compostos permet que siguin aplicats en la construccid, embalatge,

indastria d’automocio, aeronautica, electronica, agricultura i medicina.

Tot seqguit es detallen (Figura 2.3) els diferents biomaterials polimerics de forma esquematica

amb algun exemple de cadascun d’ells.

BIOMATERIALS
POLIMERICS
{ 1 1
Naturals Sintétics
| 1 1 I 1 1
é N N [ N )
Poliorteresters
Natural Policianoacrilats Polifostacents
aturalesa : .. _
<. Polisacarids Policarbonats
proteica Polianhidrids . e
: R Poliesters alifatics
Poli-a—aminoacids
. J J J J
[ [ ] [
Colagen,... Quitina, ... Péptit,... Poli(e—caprolactona),...

Figura 2.3. Representacié esquematica dels diferents tipus de polimers naturals i sintétics.

Biomaterials compostos

Els biomaterials compostos es formen a partir de la combinacié dels materials anomenats
anteriorment (ceramics, metal-lics i polimérics). Aquesta combinacié inclou fibres de metall o
ceramiques dispersades en la matriu polimerica, fibres de ceramica en la matriu metal-lica,
fibres polimériques en la matriu polimerica i particules d’'un material uniformement distribuides
en l'altre. Aquesta classe de material mostra que encara que puguin existir moltes diferéncies
entre ells, amb frequencia es poden unir per a produir un material nou amb propietats i

comportaments Unics que no mostren cada material per separat (ex: formigd, HA,...).
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2.1.3. Historia i aplicacio

La primera aplicacié dels biomaterials en la medicina no es va produir fins I'any 1860 amb la
introduccié de les técniques quirdrgiques aseptiques. Durant els posteriors anys 60-70 va tenir
lloc la primera generacié de biomaterials. En aquest periode de temps la meta era obtenir
materials amb propietats fisiques que s'adaptessin el millor possible a les del teixit a substituir, i

gue reaccionessin minimament amb el teixit circumdant, és a dir, materials inerts.

A partir dels 80, va sorgir una segona generacio de biomaterials. Aquesta vegada 'objectiu era
crear materials que portessin una reaccié controlada per part del teixit viu, és a dir, materials
bioactius com els vidres bioactius de silici o la hidroxiapatita. Durant aquesta segona generacio,
també van tenir lloc el disseny de materials bioabsorbibles, com principalment els polimers

biodegradables.

Els polimers no només reemplacen a altres materials en aplicacions meédiques, com la
substitucié del catéter metal-lic per polietile, sin6 que han obert el camp a altres noves
aplicacions abans dificilment assequibles. L'any 1940 es va comencgar a utilitzar el PMMA en
cirurgia ocular. Els ciments ossi acrilics de PMMA es van comencar a utilitzar per primera
vegada en els anys 50 en aplicacions de cirurgia dental’®. Durant aquesta década I'is del
PMMA es va portar a terme per cirurgia ortopédica, per la fixacié parcial o total de les
articulacions de cadera i més tard a altres com el genoll***2. Avui en dia, els polimers continuen
en ampli creixement i les seves aplicacions son cada vegada més importants dins del camp de
la medicina, millorant les propietats dels materials ja existents i desenvolupant nous polimers

per aplicacions especifiques.

Actualment, ens trobem amb la tercera generacié de biomaterials. Els materials dissenyats en
aguesta generacio, busquen interactuar amb el teixit de forma especifica, mitjangant estimuls a
nivell cel-lular i/o molecular, i combinant les propietats de bioabsorbilitat i bioactivitat dins del
material. Aixd si, cada vegada els criteris es van aproximant més al que seria el biomaterial

ideal.

L’enginyeria de teixits es basa en la utilitzaci6 de biomaterials amb les caracteristiques
mencionades pels materials de tercera generacio, €s a dir, bioactius i bioabsorbibles, i capacos
d’estimular la resposta cel-lular i molecular de forma controlada, perqué actuin com a suports
temporals en la reparacié de defectes com per exemple els ossis. Dins d'aquesta area

existeixen dos tipus de tendéncies, la primera consisteix en el desenvolupament de suports
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tridimensionals cel-lulars, anomenats “scaffolds”, que serveixen per allotjar les diferents
cel-lules un cop sha fet el implant‘in vivo”. La segona tendéencia consisteix en el
desenvolupament de suports tridimensionals, que inicialment sén colonitzats per cel-lules
progenitores sota condicions “in vitro”, i tot seguit son implantats en el pacient per reemplacar el

teixit danyat.

Tot seguit (Figura 2.4) es mostra una petita representacié cronologica de l'aplicacié dels

polimers en la medicina.

1860 1900 1940 1950-60 1970-80 1990-2000 A partir de 2000
Cirurgia  Plagues =~ PMMAen Corartificiali ~ Lentsde Més de la meitat de Pell artificial
aséptica ossies cirurgia maquinesde  contactede les aplicacions de derivadade

de metall ocular PHEMA biomaterialsséno  polimers, avancos
(toves) contenen polimers endialisis per
membrana

Figura 2.4. Breu cronologia de I'aplicacié dels polimers en la medicina.

Posteriorment, en la (Taula 2.1) es mostren alguns exemples del cos huma on es pot trobar un

biomaterial.
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Taula 2.1. Alguns exemples de dispositius del biomaterial.
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2.1.4. Comportaments i propietats del material

Quan un material és sotmés a una deformacié per estirament, és possible determinar dos

regions ben marcades en el comportament que presenta, aquests son 'elastica i la plastica.

» El comportament elastic pertany a la deformacié proporcional a l'esfor¢ aplicat, el
material torna a la seva forma original quan la for¢ca que s’aplica sobre ell s’elimina.

» El comportament plastic és el que no existeix proporcionalitat entre la forca aplicada i
I'estirament, en aquest cas el material no torna a la seva forma original quan s’anul-la la

forca que s’aplica sobre d’aquest.

Generalment, els materials sotmesos a forces petites segueixen un comportament de tipus
elastic, pero quan la forca comenca a créixer el comportament passa a ser de tipus plastic. Si la

forca continua creixent, es pot arribar a la fractura del material.

En els materials ceramics i en el vitrics és facil que succeeixi la fractura, a més, es veu a venir
guan aix0 pot passar, perque, tot i presentar un alt grau de biocompatibilitat, no sén molt

utilitzats en implants.

La resisténcia a limpacta mesura la quantitat d’energia que el material pot absorbir a causa

d’'un cop, és a dir, per una for¢a gran en magnitud aplicada durant un temps curt.

La duresa és una mesura de la deformacio plastica, i es defineix com la forca per unitat d’area

de penetracio en el material.

Una altra propietat important és la termofluéncia, és a dir, la deformacié que sofreix amb el
temps al sotmetre’s a una carrega coneguda. La deformacio elastica que pateix inicialment el
material davant una carrega donada, és seguida d’'una termofluéncia abans de que presenti la
factura.

El desgast d’'un material d’'implant té especial importancia si es tracta de reemplacar unions. El
desgast del material esta relacionat amb la fricci6 entre els dos materials. Es important
considerar I'area real de la superficie que entra en contacte amb la unié requerida, ja que en
molt menys del que aparenta, aquesta pot incrementar amb el pes que s’aplica per els

materials ductils i pels elastics.
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2.2. CIMENT OSSI

2.2.1. Generalitats

El ciment ossi acrilic és el component més utilitzat en cirurgia ortopedica per la fixaciode la
protesi articular a l'os i com a material per emplenar les cavitats 0ssies™®. El ciment ossi es
prepara barrejant dos components, un solid (en format de pols) i I'altre liquid. En general, en la
major part de productes comercials el constituent en pols conté polimetacrilat de metil (PMMA),
un agent radioopac i peroxid de benzoil (BZN) com a activador, mentre que el component liquid
conté metacrilat de metil (MMA) com a monomer i com activador la (N,N-dimetil-p-toluidina). Els
continguts de cada constituent poden variar lleugerament d'una marca comercial a una altra. En

barrejar els dos components es produeix la polimeritzacio i té lloc 'enduriment del ciment.

Les propietats mecaniques dels ciments ossis son, sens dubte, inferiors a les de les resines
acriligues comercials. Existeixen tot un seguit de factors, tant intrinsecs com extrinsecs, que
permeten explicar aquest comportament deficient. Entre els factors intrinsecs cal remarcar la
composicié del monomer i de la pols, la distribucié de formes i mides de la pols i amb ells el
grau de polimeritzacid, i la relacié de liquid a pols. Entre els factors extrinsecs, cal destacar el
medi en qué es porta a terme la barreja, sobretot la temperatura del quirofan, la tecnica de
barreja utilitzada i el medi en que té lloc el curat (temperatura, pressio, superficies de contacte,

etc.).

Figura 2.5. Exemple de la fixaci6é d'una protesis de cadera.
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La fixacio de la protesis a I'os es porta a terme mitjangant un ciment ossi acrilic (PMMA).EI
ciment es fica dins la cavitat 0ssia quan encara esta en estat pastos i a continuacié s'hi
col-loca la protesi que es vol fixar. El ciment no sols actua com a fixacio inicial del implant a
l'os, sin6 que les seves propietats visco-elastiques li permeten distribuir millor les carregues
des de l'os a la protesis, i impedeix que aquesta transferéncia de carrega es faci

puntualment.

Cal destacar que per a cada disseny d'implant és tant important definir la técnica quirdrgica
per a la col-locacié com per a I'extraccio, tant en cas d'infeccié com d'afluixament o ruptura.
Avui en dia es tendeix al disseny de protesis modulars que permeten la substitucid
d'elements parcials: la bola, el piu, la cotila, etc. Igualment, sembla que actualment s'esta
imposant I'ls de protesis no cimentades, sobretot en pacients joves. Encara mes, les
protesis amb recobriment poros i les recobertes amb hidroxiapatita semblen tenir una certa

acceptacio entre els cirurgians pel fet que indueixen al creixement ossi de la seva superficie.

Un altre punt important a destacar €és la friccié entre la bola i la cotila. S'ha demostrat que la
friccio, i amb aix0 el desgast, és menor utilitzant bola ceramica i cotila de polietile que si
s'utilitza cotila de polietile i bola metal-lica, i al seu torn aquesta Ultima combinacié és millor
que si ambdues superficies sén metal-liques. El desenvolupament i l'acceptacié de les
protesis de genoll ha estat més lent que les de cadera perquée la biomecanica del seu
moviment és més complicada, si bé en realitat la incidéncia de degeneracions en l'articulacié
del genoll és superior a la de qualsevol altra articulacié. En aquestes la part superior que es
fixa al femur és totalment metal-lica, mentre que la part inferior, que es fixa a la tibia, conté
el plat tibial de polietilé d'alt pes molecular. Els pius porosos d'aquests implants es dissenyen
actualment per induir el creixement ossi i obtenir una fixacié millor. Altres protesis articulars
del mercat, perd d'importancia molt menor, sén les de turmell, espatlla, colze (Figura 2.6),

canell i dit.
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Protesis de
colze

/'/— Cabit

Figura 2.6. Exemple protesis de colze.

2.2.2. Components

Els ciments ossis acrilics es preparen a partir de la barreja d’'una fase solida, de composicio
principalment polimerica i una fase liquida, de naturalesa monomerica. La (Figura 2.7) mostra

un esquema dels components d’una formulacié convencional de ciment ossi acrilic.

Polimetacrilat de metil (PMMA) 87-90%

FASE SOLIDA > Iniciador (BPO) 2-3%
Agent radioopac (BaSO., ZrO2) 10%

Y4
J

Monomer (MMA) 97-99%

FASE LIQUIDA > Activador (DMT) 1-3%
Inhibidor (hidroquinona) 75-100 ppm

Figura 2.7. Components d’un ciment ossi acrilic convencional.

> Fase solida:

La fase solida, majoritaria esta constituida principalment per microparticules de polimetacrilat
de metil (PMMA), en una proporcié del 87-90% en pes de la massa total d'aquesta fase, en
forma de petites perles esferiques, preparades mitjancant la polimeritzacié en suspensio del
seu monomer. La distribucié de la dimensi6 de les particules i el diametre de les perles influeix

en la homogeneitat del material final, sent major quan menor és la seva dimensio.
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Un altre component de la fase solida és I'iniciador radicalari, el que portara al inici de la reaccio
de polimeritzacié. EI més frequientment utilitzat és el peroxid de benzoil (BPO), participant en un
2-3% en pes del total de la fase solida. No és un component d’elevada estabilitat, pero és el

limitant en el temps d’emmagatzematge de la fase sdlida.

El 10% en pes d’aquesta fase esta constituit per un agent radioopac, un component inorganic,
inclos en la formulacio que permet el seguiment i I'evolucio del ciment després de la intervencio
quirargica, de forma radiologica. Aquest component normalment sol ser una sal o oxid de

metalls pesants, com per exemple: el sulfat de bari i/o I'dxid de zirconi**.

» Fase liquida:

La fase liquida i minoritaria, conté el monomer, normalment sol ser el metacrilat de metil
(MMA). Aguest monomer avarca un 97-99% en pes de la massa liquida total. Per evitar el
procés d'autopolimeritzacio, en el MMA se li afegeixen 75-100 ppm d'éter metilic de

hidroguinona (EMHQ), que actua com inhibidor.

Un altre component necessari per la formulacié dels ciments ossis acrilics, és I'activador (1-3%
en pes de la fase liquida). L'activador utilitzat és el 4-4'-bis ((N,N-dimetilamino)-4-toluidina)
(DMT)*.La seva funcié consisteix en induir la descomposicié de I'iniciador a baixa temperatura

per donar lloc a radicals lliures encarregats d'iniciar la reaccio de polimeritzacié del monomer.

En el moment que es realitza I'addicio de la fase liquida a la fase solida, té lloc la reaccio de
polimeritzacio. Durant els 15-20 primers minuts del procés de curat la successio dels diferents
fendomens que tenen lloc a nivell molecular es reflecteixen en I'aspecte que presenta la massa
reactant. La viscositat de la mescla augmenta produint una disminucié progressiva de la seva
fluidesa amb el transcurs de la reaccio, fins a convertir-se en una estructura solida-rigida, quan
la seva manipulacié ja no és possible. Es considera que la massa reactant esta en condicions
idonies per la seva aplicacié quan no s’adhereix al guant quirargic de latex. En aquest punt la
massa ha adquirit el denominat estat pastos i es quan s'introdueix en la cavitat 0ssia, on el
material continua la reaccié de polimeritzacié. Durant el temps que dura la reaccio de curat té

lloc diferents fenomens, tant fisics com quimics.
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> Fenomens fisics:

La massa polimeritzant pateix una serie d'etapes anomenades: sorrenca, fibrosa, pastosa i de
forjat. Durant el desenvolupament d’aquestes etapes té lloc diferents fenomens de solvatacié
dels components de la fase solida, difusié del monomer fins a les perles del polimer, difusié del
polimer en la propia matriu polimerica i evaporacié del monomer de la mescla. A causa del
progressiu augment de la viscositat de la mescla, el desplacament del monomer fins a les
perles de PMMA esta controlat per difusio, arribat un punt on queda atrapat dins del polimer

sense poder reaccionar, romanent com a monomer residual tot i acabada la reacci6 de curat.

» Fenodmens quimics:

La reaccié de curat pertany a la polimeritzaci6 del monomer, que implica una reaccié de
poliaddicié, en cadena, de tipus radicalari que consta de tres fases (iniciacid, propagacio i

terminacio) que tenen lloc simultaniament al llarg del procés reactiu®®.

Etapa d'iniciacio: Es produeix la ruptura homolitica del iniciador en radicals lliures o radicals
primaris (Eg. 2.2). Un cop obtingut el radical primari, aquest reacciona amb el mondmer, iniciant

aixi la cadena polimérica (Eqg. 2.2).

I _fa 2R - Eq. 2.1.
K
R-+M- M, - Eqg. 2.2

Etapa de propagacioé: Es produeix el creixement del macro radical a través de la incorporacio

successiva d’'unitats monomeriques (Eqg. 2.3).

K
M, - +M —3 M, Eqg. 2.3.
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Etapa de terminacid: Es produeix principalment a partir de dos mecanismes, desproporcio (Eg.
2.5) i combinacié6 (Eq. 2.5).

K
M, +M, —SM, + M, Eq. 2.4.
Kec
My +M, — My\m Eqg. 2.5.

Mecanisme d'iniciacio

El procés de curat dels ciments ossis acrilics requereixen del curat del material “in vivo” durant
el procés de substitucié de la protesis. Aixdo implica I'aplicacié de métodes d'iniciacié de la
polimeritzacié que no precisa que s'aporti energia externa per a induir la descomposicié del
iniciador. El sistema iniciador meés utilitzat és el redox, format per peroxid de benzoil (BPO) i
una amina terciaria aromatica, normalment sol ser N,N-dimetil-4-toluidina, a partir del qual es
generen els radicals lliures que iniciaran la reaccié de polimeritzacié. Encara que aquest
mecanisme no esta totalment esclarit, s'admet de forma general la formacié d’'un complex ciclic
0 bé de una parella idnica entre les molecules d’amina terciaria aromatica i les molecules de
I'iniciador, que posteriorment es descomponen per donar lloc a la formacié de radicals
benzoats. Aixi mateix, per espectroscopia ultraviolada del polimer format ha destacat la
formacio de radicals metil-amina que té lloc per transferéncia d’un proté del grup N-metil. Veure
la (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Mecanisme de formacié de radicals primaris en la iniciacio de la reacci6 de polimeritzacio dels
ciments ossis acrilics.

2.2.3. Caracteritzacio dels ciments ossis acrilics

Els ciments per tal de poder ser utilitzats han de complir una série de propietats que venen

controlats per diferents tipus de caracteritzacions. A continuacio es detallen en la (Taula 2.2).
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Taula 2.2. Criteris per avaluar les propietats dels ciments ossis acrilics.
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2231 Parametres de curat

Les noves formulacions de ciments ossis acrilics han de complir una série de condicions que
els faci aptes per a I's en cirurgia ortopedica i traumatologia. Els parametres que controlen la

reaccio de curat son:

» Temps maxim per I'obtencié de I'estat pastos (min)
» Interval del temps d’enduriment (min)

» Temperatura maxima (°C)

Segons la normativa 1SO 5833", els valors d’aquests parametres estan establerts de la
seguent forma:

> Eltemps maxim admeés per I'estat pastos segons la normativa 1ISO 5833" és de 5 min.
» L'interval d'enduriment es troba entre els 5i 10 min.

» Latemperatura maxima establerta és de 90°C.

Per la determinacié dels parametres de curat es registra la variacié de la temperatura de la
massa polimeritzant, segons va passant el temps de curat del material. Aixi s'obté el perfil de

temperatura en funcié del temps que es representen tot seguit a la (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Variacid de la temperatura durant I'enduriment del ciment ossi acrilic.
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La temperatura maxima és la registrada en el maxim de la exoterma i el temps d’enduriment és

el que pertany a la temperatura de la massa, que es calcula seguint (Eq. 2.6).

(Tméx - Tamb)

Te = Tamp + Eq. 2.6.

Essent la (T,) la temperatura d’enduriment, la (Tamp) la temperatura ambient (23£1°C) i la (Tmax)
la temperatura maxima assolida durant el procés de curat. A partir de la temperatura

d’enduriment(T,) es pot saber el temps d’enduriment (t;) que li correspon.

2.2.3.2 Propietats mecaniques

Tal i com s’ha citat anteriorment, la funcio principal dels ciments ossis acrilics és biomecanica,
és a dir, transfereix I'esforg fisic des de la protesis a I'os i incrementa la capacitat de distribucio
de carregues de la protesis. Si I'esfor¢ és més elevat que la capacitat de distribucié de les
carregues, el ciment pot arribar a fracturar-se produint la fallida del implant. A través de 'estudi
de les propietats mecaniques estatiques, s’estudien els parametres seguents: Resisténcia
maxima, limit elastic en traccié, en compressio, en cisalla i en flexié, aixi com els valors del
modul elastic de cada un dells. La seva determinacié és important a I'hora d’avaluar les
propietats mecaniques del ciment amb vistes a una correcta aplicacié. El PMMA utilitzat en les
aplicacions quirtrgiques, és relativament debil a traccié pero resistent en compressio, amb
valors de la resisténcia maxima en compressié entre 61-103 MPa. Tot seguit en la (Taula 2.3)

es mostren els valors de les propietats mecaniques estatiques dels ciments ossis acrilics.

Taula 2.3. Propietats mecaniques del ciment ossi acrilic.

PROPIETATS MECANIQUES VALOR
Resisténcia a la compressio (MPa) 61-103
Resisténcia a la traccié (MPa) 22-48
Resisténcia a la flexio (MPa) 45-80
Modul elastic en traccio (GPa) 2,4-3,2
Resisténcia al cisallament (MPa) 21-41

Tenacitat a la fractura (MN- m'z) 1,2-1,5
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En realitat el ciment ossi acrilic no es troba realitzant la seva funcido en les condicions
estatiques, pero el que s’ha de determinar és el seu comportament mecanic en les condicions
dinamiques. Per la caracteritzacié dinamica del ciment ossi es realitzen assajos de fallada en
fatiga, en els que es combinen diferents esforcos que pateixen el material al llarg de la seva
vida en utilitat, com per exemple els realitzats per la cadera quan l'individu es troba caminant. A
través d’aquests assajos es determina la propagacio d’esquerdes per fatiga (FCP) les quals és
la principal responsable de la fallada dels ciments i posteriorment mouen la protesis. Un dels
factors responsables de I'aparicié d’aquestes fractures és I'existéncia de petits dominis d’agent
radioopac a través dels quals I'esquerda pot progressar quan es sotmes al material a un gran

numero de cicles d’esforg.

2.2.3.3 Propietats termiques

El principal component dels ciment ossis acrilics és el PMMA. Aquest polimer és un material
amorf i com a tal no presenta fenomens d'orientacié en la seva morfologia. Per aixo la
temperatura caracteristica dels ciments ossis acrilics és la temperatura de transicio vitria (T), la

qual el material passa de ser vitric i rigid a tou i d'aspecte gomas.

A causa de que el PMMA és el component majoritari dels ciments ossis comercials, aquests
presenten una temperatura de transicid vitria, en sec, proxima a la daquest polimer
(aprox.105°C). Perd quan els materials sén introduits en medis liquids per simular el
comportament fisiologic, aquesta temperatura decreix de forma progressiva amb el temps
d'immersio fins estabilitzar-se aproximadament al cap de varies setmanes. Aquest efecte és a
causa de la inclusio de les molecules d’aigua en el centre de la matriu polimérica que actua
com agent plastificant del material. En el cas de formulacions comercials aquesta disminucié de
la temperatura de transicio vitria és aproximadament d’'uns 20°C, encara que les temperatures
a les que s'arriba sén superiors a la temperatura normal de treball del ciment en el medi
fisiologic, 37°C.
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2.2.4. Aplicacions, efectes i precaucions

» Aplicacions:

Tal i com s’ha dit anteriorment, les principals aplicacions del ciment ossi acrilic es centren
principalment en la substitucio total o parcial de les protesis articulars, tal i com poden ser la
cadera i el genoll. Per altra banda, s’utilitzen per a emplenar els defectes ossis, tant en la zona
dental com en altres estructures 0ssies que pateixen algun traumatisme tant fisic com biologic.
També existeixen referéncies de I'is del ciment ossi acrilic en tractaments antitumorals utilitzant

la seva elevada exoterma®.
> Efectes secundaris:

Els principals efectes secundaris al implantar el ciment ossi acrilic en la cavitat orbitaria sén
minims, i normalment atribuits a la preséncia de monomer residual, donat a que el ciment esta

completament curat.

El fabricant del ciment ossi reporta alguns efectes secundaris en la cirurgia ortopédica, per la
implantacié d’aquest procés de polimeritzacio o forjat per fixar la protesis. La solucié del
metacrilat de metil (MMA) (monomer liquid) aillat és un dissolvent organic potent, molt volatil i
inflamable, que pot produir efectes hipotensors i alteracions cardiovasculars secundaries. A
més, durant la polimeritzacio o forjat (que es dona al barrejar el monomer liquid i el polimer en
pols) hi ha alliberacié térmica i és necessari evitar el contacte directe amb teixits sensibles
(grans vasos sanguinis, nervis, entre d'altres), per evitar necrosis dels mateixos per lesié

termica.
> Precaucions:

Cal tenir present que en qualsevol cirurgia es pot produir infeccions i altres complicacions no
relacionades amb el implant, a més, la implantacié d’un cos estrany en els teixits augmenta el
risc normal d’infeccié i inflamacié associada amb cirurgia. La feina rutinaria d’un antibiotic
profilactic i una terapia antiinflamatoria postoperatoria apropiada sol ser important a la discrecié
del cirurgia. Es molt important que s'utilitzi un alt nivell de cura aséptica quan es prepara o

maneja el implant.
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2.2.5. Modificacions

Les modificacions tant de la metodologia de preparacié com la composicié en les dues fases,
solida i liquida (S:L), constitueixen les vies més prometedores per millorar les prestacions finals
del material com poden ser les seves propietats mecaniques, modificacio de la porositat, millora

de la biocompatibilitat, etc.

Dins I'ambit de la millora de les propietats fisiques, els millors resultats s’aconsegueixen
mitjangant I'aplicacié d’un lleuger buit a la massa polimeritzant, reduint aixi la inclusié d’aire i
evitant I'aparici6 de bombolles i porus, que donen lloc a una pérdua de propietats
mecaniques™. També I'aplicacio de relacions (S:L) majors porten a 'obtenci6 de temperatures

de curat més baixes, perd amb una menor penetracio en intersticis de la cavitat 0ssia®’.

2251 Fase solida

L'addici6 de nous components de diferent naturalesa a la fase solida com components
biodegradables o compostos que augmenten la porositat, introdueixen millores significatives en

la resposta tant mecanica com bioldgica d’aquest tipus de ciments®.

La preparacio de formulacions ossies acriliqgues amb components biodegradables
(carbohidrats, cel-lulosa,...), ajuda a la degradacié d’aquestes mitjancant un medi fisiologic per
donar lloc al creixement de teixit ossi viu?. Els polimers biodegradables també s'utilitzen des de
fa varies décades per la preparacié de diferents dispositius biodegradables dins del camp
biomedic®?*. Aquests materials han sigut objecte d’estudi per sistema d’alliberacié controlada
de farmacs (antibiotics®, antiinflamatoris®, sutures en cirurgia®’i enginyeria de teixits®*).

L’addicié de perles de vidre de diferents mides de particules provoquen augments del modul
elastic i provoquen una disminucié en la temperatura maxima de curat i un augment en la
resisténcia a la compressi6®°. La modificacié d’'un 25% p/p amb hidroxiapatita també dona lloc a
una disminuci6 de la temperatura maxima de curat en un 10-15%, resultant una resisténcia en
flexié de 68 MPa i una reduccio significativa de la fluencia. També s’ha observat que 'addicio

de la hidroxiapatita estimula el creixement dels osteoblast i la seva proliferacit®.

La incorporacioé de precursors de HA que promouen el creixement de la HA en la superficie
mineral, és un altre metode per produir la mineralitzacié 0ssia. Aquest és el cas de la

incorporacio de vidres bioactius (BG) i vidres de fosfat (PG), basats en SiO,, Na,O, P,Os i altres
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oxids inorganics, als ciments ossis acrilics. Sén vidres parcialment solubles en condicions
fisiologiques i promouen la recristal-litzacié de la HA en la superficie del material implantat®. En
aquest sentit, els diferents grups d'investigacié han desenvolupat materials compostos basats
en PMMA i BG/PG com a ciments per la fixacio de protesis i per emplenar els defectes

0ssis3343,

2.2.5.2 Fase liquida

La fase liquida del ciment ossi també és objecte de modificacions per millorar les propietats
finals del ciment ossi acrilic. Una de les modificacions amb millors resultats és la substitucié de
l'activador de la iniciacio per altres de menor toxicitat. Es una via de modificacié i millora de la
biocompatibilitat del ciment. Tot i que avui en dia no s’ha demostrat que la DMT és
intrinsecament cancerigena, els estudis revelen que causa alteracions en els cromosomes®®3’,
i és un clar inhibidor de la sintesis de proteines, interferint en els processos de mineralitzacio®.
L’obtencié de noves amines activadores que disminueixen aquesta citotoxicitat es presenta
com un camp d’investigacid6 molt ampli. Compostos tal i com 4-(dimetilamino)fenetanol®,
inclosa en formulacions comercials (Sulfix 60), N,N-dihidroxipropil-4-toluidina (Boneloc)*, N,N-

4142

dimetilamionbencil alcohol, metacrilat de N,N-dimetilaminobenci i arilaminas, disminueixen

I'activitat citotoxica, respecte a la N,N-dimetilamino-4-toluidina (DMT).

D’altra banda, I'addicié de nous monomers a la fase liquida, substituint total o parcialment el
MMA per altres de major pes molecular o de propietats diferents, o l'addicié d’'agents
d’entrecreuament es troba documentada en la literatura amb resultats molt destacats en la
millora de les propietats mecaniques, augments de nivell de biocompatibilitat, etc. Un exemple
d’aquest, és l'addicié d’eugenol™o vitamines com el a-tocoferol (vitamina E)**que han sigut
guimicament incorporades en l'estructura dels monomers de metacrilat per induir caracter

.[45

antiinflamatori i antioxidant™, respectivament.

La substitucié dels agents radioopacs organics comuns que s'utilitzen, tal i com el sulfat de bari
o el dioxid de zirconi, han estat un altre punt d'investigacié degut a la seva dolenta compatibilitat
amb el PMMA, donant lloc a materials amb una baixa resistencia a la traccio i duresa es
recullen els monomers sintetitzats més significatius per la seva incorporacio a la formulacié de
ciments ossis acrilics. El material resultant permet I'evolucié postoperatori per mitja raig X, la
conservacié de les propietats mecaniques i la citotoxicitat cel-lular®. En aquest sentit la

incorporacid del monomer amb caracter opac ha portat al manteniment de la resisténcia
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mecanica. Monomers tal i com: 2,5-diiode-8-quinolilo de metacrilat*’, 2-(4-iodebenzoil)-oxo-
metacrilat® i (2’,3',5-triiodebenzoil) metacrilat oxoetil*® han sigut efectivament sintetitzats i

incorporats al procés de curat per mitja de la copolimeritzacié amb MMA.

2.3. HIDROXIAPATITA

2.3.1. Caracteristiques

La hidroxiapatita (HA), és un fosfat de calci ampliament utilitzat com a biomaterial en cirurgia de
ciment ossi, ja que és un material altament biocompatible. La seva formula molecular correspon
a : Cayp(POy4)s(OH),, amb una relacié molar (Ca/P)=1,67. El seu nom prové del grec i significa
decepcibé o engany, a causa de la facilitat amb la que es confonia amb altres especies minerals

com el beril-li o la turmalina.

De forma general, a la HA se li atribueix simetria hexagonal, sent la fluorapatita (Ca;o(PO4)sF>)
I'exemple més representatiu d’aquesta estructura. Tot i aixi, la HA presenta una simetria més
baixa, monoclinica, a causa de la distorsié del i6 hidroxil respecte al model ideal que

representaria la posicio del i6 esferic F en el fluorapatita.

La HA permet la substitucid de mols altres ions en la seva estructura. Aquestes substitucions
poden tenir lloc en les posicions dels ions calci (Ca®") o en els grups (PO,)* i (OH) . La
consequencia d'aquestes substitucions és el canvi de les seves propietats(els parametres de la

xarxa, la seva morfologia, la solubilitat,...), sense canviar la seva simetria hexagonal.

Molts altres ions poden entrar en les substitucions, afectant, a les propietats tal com: la
cristal-litzacid, l'estabilitat térmica, la velocitat de dissolucid, etc. Algunes substitucions
simultanies poden tenir efectes sinérgics o antagonics en la cristal-litzacio i les propietats de

solubilitat.

Encara que en general tots els fosfats de calci sébn molt poc solubles en aigua, la HA és la
menys soluble d’elles a pH fisiologic, exceptuant la fluorapatita. El producte de solubilitat del
mateix és de l'ordre de 10, és a dir, que és practicament impossible tenir ions de Ca®* i PO,

dissolts en aigua pura a pH neutre; a causa d’aixo, la major part de calci en l'organisme esta
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present en estat solid, emmagatzemat en el teixit ossi. La HA, en canvi, és soluble en medi

aquos acid, els quals poden donar lloc a les infeccions o en els costats dels osteoblast.

Les propietats mecaniques de la HA sén similars a les dels components més resistents de I'os.
Aixi, el seu modul elastic varia entre 40-100 GPa, davant dels 74 GPa de I'esmalt dental i dels
12-18 GPa de I'os compacte. En canvi, la seva resistencia mecanica, en forma de compactes
densos de HA, és de l'ordre de 100 MPa davant del 300 MPa de I'os huma, disminuint

drasticament aquesta resisténcia en el cas de compactes porosos.

En la (Taula 2.4) es mostren les propietats fisiques i mecaniques que posseeix la HA. Aquestes
caracteristigues depenen majoritariament del procés de manufactura al qual hagi sigut sotmés

el material.

Taula 2.4. Propietats fisiqgues i mecaniques que posseeix la HA.

PROPIETAT VALOR

Resisténcia a la traccio 40 — 100 MPa
Resisténcia a la compressio 100 — 900 MPa
Resisténcia a la flexio 20 — 80 MPa

Modul d’elasticitat 70 —120 GPa
Densitat 3,160 Kg/m®
Capacitat termica a Tamp 184,07 cal/K-mol
Duresa 5 en I'escala de Mohs

2.3.2. Hidroxiapatita d’origen natural

La HA d’origen natural (extret d'ovella, porc,...) és una font que es va dur a terme als anys 50.
La seva estructura és molt similar a la matriu mineral de 'os huma i la seva utilitzacié és
emplenar els defectes ossis ja que la seva resisténcia mecanica (compressio) és alta®. També
es podria utilitzar 'os com a matéria primera per a I'obtencié de fosfat de calci ceramic, pero és
un material poc valid per presentar una composicié variable en la seva fase mineral i a

conseqiiéncia hi ha dificultat per extreure compostos purs a partir de '0s™.
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2.3.3. Hidroxiapatita sintética

En el mercat es pot trobar la HA sintética, la qual té I'avantatge de ser molt pura, i durant el
procés de sintesis es pot seleccionar la dimensié i la densitat del porus, entre altres

parametres.

Els métodes més convencionals per l'obtencid de la HA sintetica son: la precipitacio, la

hidrolisis, les reaccions en estat solid, les reaccions hidrotermals i el procés soluci6 - gelificacio.
» Meétodes per precipitacié

Els metodes basats en la sintesis de la HA per precipitacié consisteixen essencialment en
barrejar fonts de ions calci i fosfat en un medi aquos apropiat. La font de calci pot provenir de
solucions aquoses com el CaCl,, Ca(NO3),, Ca(CH;C0OOQ),0 a partir del CaCO3; 0 CaSQ,-2H20
solids. Com a font de fosfat es poden utilitzar solucions aquoses de (NH,),HPO,4, NH;H,PO,,
K,HPO,, Na,HPO,, NaH,PO,. També es pot utilitzar en la reaccié entre el Ca(OH), i el H3PO,
(Eq. 2.7).

10 Ca(OH), + 3H,(P0,), = Cai4(P0,)¢ (OH), Eq.2.7

Aquesta reacci6 esta modificada per I'addicié d’hidroxid amonic(NH,OH), a fi de mantenir el pH
de la reaccié molt alcali i assegurar la formacié de HA pura després de sintetitzar la HA

precipitada.

"1 consisteix en la reaccié entre el

Un métode molt desenvolupat és el de “Hayek” i“Newesely
Ca(NOy), i el fosfat acid d’amoni (NH,),HPO, en un medi amonic NH,OH. Tot i aixi, es sol
recomanar utilitzar acetat calcic Ca(CH;COO), en comptes de clorur o nitrat de calcic, ja que a

diferéncia d’aquests els ions d’acetat no s’incorporen a la xarxa de la HA.

Si es vol produir HA substituida, tant la concentracié de calci com la de fosfat es poden regular i
controlar afegint-hi les sals corresponents de ions substituibles. Tot i aixi, també es pot obtenir

HA amb les substitucions dels ions F i CI" addicionant-los en la reaccio.

Els métodes de precipitacié acostumen a donar HA amb poca quantitat de calci. Nomeés si la
reaccio es dur a terme amb un medi fortament basic es pot obtenir una HA amb una relacié

molar de calci respecte fosfor (Ca/P) de 1,67.
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> Hidrolisis

La HA també es pot obtenir mitjancant hidrolisis de fosfats acids de calci. Per exemple: del
fosfat acid de calci di-hidratat (CaHPO,4-2H,0), del fosfat acid octacalcic pentahidratat
(CagH»(PO,)s-5H,0), del fosfat acid de calci (CaHPO,), del fosfat tricalcic (Cas(PO,),) o del
pirofosfat calcic (Ca,P,0-). El pH es controla durant la sintesis mitjancant un flux d’amoniac gas
o afegint solucions aquoses de NH,OH, NaOH o KOH. Un altre metode per obtenir la HA
mitjancant la hidrolisi és amb carbonat calcic (CaCO3) i pot ser també hidrolitzat en solucions de

fosfat amonic o sodic.
> Reaccions en estat solid

La HA es pot aconseguir igualment mitjancant reaccions en estat solid de mescles de
compostos de calci i fosfat procurant que la relacié molar Ca/P sigui estequiométrica de 1,67. El
procés consisteix, principalment en una trituracié conjunta dels solids, bé sigui en humit o sec,

pel-letitzacié i sinteritzacié a temperatures per sobre dels 950°C.

La HA adquirida per reaccions en estat solid es caracteritzen per la seva alta cristal-linitat,

estequiometria regulable i baixa solubilitat.
» Reaccions hidrotermals

Analogament, el fosfat acid de calci o el fosfat acid amonic poden convertir-se hidrotermalment

en HA en presencia de les quantitats apropiades de CaCO:s.

Una de les variants més conegudes del métode hidrotermal és aquella que utilitza com a
precursor una estructura natural amb macroporositat connectada similar a I'os huma esponjés.
La primera sintesis la van realitzar “Roy” i “Linnehan” (1974)*>com a precursor I'esquelet
mineral del coral amb H,O i (NH,),HPO,, escalfant-lo al voltant de 250°C durant un temps de
12-48 hores.

» Procés soluci6 - gelificacié

El procés de solucié — gelificacio té 'avantatge de I'alta homogeneitat i puresa dels productes
obtinguts aixi com les menors temperatures de sintesis. Un metode de guany és posant a reflux

dissolucions de P,0s i Ca(NOg),-4H,0 en etanol.
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Aquest procediment permet als dos precursors reaccionar a causa de la reactivitat que
presenten les especies de fosfor en dissolucions alcoholiques. La temperatura de sequedat é€s
de 150°C i els tractaments térmics es porta a terme en una atmosfera d’aire a 500°C. La
preséncia dels grups nitrats garantira la quasi total descomposicié dels residus organics. La

descomposicio contribueix a la formacio de la fase de HA.

2.3.4. Utilitzacio de la hidroxiapatita

La curiositat de la HA com a biomaterial ve donada clarament per la seva semblangca amb la
fase mineral del teixit ossi. En principi, seria el material idoni tant per la restauracid com la
substitucio ossia si ho fos per la seva baixa resisténcia mecanica. Aixi doncs, el seu Us es basa
en totes aquelles aplicacions on no es demana esfor¢ mecanic, trobant el seu maxim camp
d’aplicacié actualment com a recobriment metal-lic, per tal d’accelerar i incrementar la fixacié de

les protesis a l'os.

De les diferents técniques de Il'aplicacio de la HA i del recobriment(projeccié per plasma,
bombardeig ionic, ablacid laser, electroforesis,...), la més extensa és la projeccio per plasma,
sobre tot en el recobriment de protesis de cadera, arribant al que s’ha denominat fixacio
biologica de la protesis®®>*.

Entre altres aplicacions, es pot trobar: recobriment de protesis dentals i maxil-lofacials, implants
dentals, otorinolaringologia, augment de la cresta alveolar, defectes dentals, reconstruccio

maxil-lofacial, cirurgia espinal,...

2.4. L'OS, MATERIAL BIOMINERALITZAT

L'os és segurament I'exemple més complex de material biomineralitzat. La consideracio de la
complexitat dels sistemes moleculars que controlen la seva sintesis biologica provoca un repte
per els investigadors cientifics en materials, de tal forma que la reproduccio de I'estructura ossia
considerant les seves propietats i biofuncionalitat d’acord amb la seva elegant estructura,

representa una de les maximes aspiracions en el camp dels biomaterials.

L'os es forma per processos cel-lulars en els que el teixit dur es sintetitza com un material

compost, constituit per una matriu organica reforcada per una fase mineral. La matriu organica



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d’origen natural Pag. 38

esta constituida principalment per col-lagen (aproximadament un 90%), la proteina més
abundant en els mamifers. Les molecules de col-lagen segregades per les cel-lules s’agrupen
en fibres caracteristiques, que son les responsables de la integritat funcional de teixits tals com
els ossos, cartilags, pell o tendons. Per proporcionar un comportament fisic adequat es
produeixen entrecreuaments quimics entre molécules de col-lagens adjacents. La fase mineral
de l'os és una sal de fosfat de calci, majoritariament en forma de HA, Ca;o(PO,)s(OH),, i no
només conté Ca*, PO,¥ i ions OH’, sind que també té petites quantitats de CO5>, Mg*, Na* o
traces d'elements tal i com F i CI. Altres formes per exemple la substitucié parcial del grup
hidroxil, sén possibles, i al menys un 30% del component mineralitzat de I'esquelet es troba
com a fosfat de calci, tal i com el CaHPO,-2H,0 i Cas(PO,),-3H,0. Aquesta fase mineral

participa tant en funcions biomecaniques com metaboliques del teixit.

Especificament el component mineral ossi té dues funcions: Proporciona estabilitat estructural a
I'esquelet (protegint i suportant organs vitals) i actuar com un sistema d’emmagatzematge de
(calci, sodi, magnesi, carbonat i altres ions). El mineral de fosfat de calci pot proporcionar ions
als fluids, mantenint els nivells de I'equilibri necessaris, i a la vegada actua com un component

desintoxicant en el que es diposita ions toxics tal i com el plom i estronci.

2.4.1. Naturalesa i caracteristiques de I'os

La matriu Ossia esta formada aproximadament per un 25% d’aigua, un 50% d’'una mescla
quimica de sals inorganiques, i un 25% de varies substancies organiques, composicié que
aporta a I'os duresa i elasticitat. La duresa procedeix dels components inorganics, essent els
principals el fosfat de calci cristal-li (hidroxiapatita) i el carbonat de calci, junt a petites quantitats
de fluorurs, sulfats i clorurs. La seva elasticitat deriva de substancies organiques com el
col-lagen i petites quantitats d’elastina, material cel-lular i grasses. Aquestes propietats aporten
al teixit ossi les seves tres principals funcions: la sostenibilitat del cos, la proteccié d’alguns
organs i la possibilitat de moviment™.

El teixit ossi segons la seva composicié també es pot classificar en: teixit ossi compacte (té un
aspecte massis) i teixit ossi esponjds (es caracteritza per posseir espais oberts parcialment
plens). La zona externa o cortical dels ossos és aquella que esta formada pel teixit ossi més
compacte i dur, cobert per una membrana fibrosa vascular que rep el nom de periosti, la que
protegeix I'os i alberga els nervis i els vasos sanguinis responsables de detectar el dolor i

proporcionar nutrients a I'os(Figura 2.10).
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Les propietats fisiques i mecaniques de l'os (com estructura) depenen sobre tot de la
composicié molecular, microestructura i macroscopica dels seus components. L'os presenta
una gran resisténcia a la fatiga i una considerable habilitat vital per evitar les fractures. Quan
I'os es fractura o quan s’aplica un injert per restaurar algun defecte, s’inicia un conjunt de
mecanismes naturals de formacié de I'os que tendeixen a restaurar la lesié osteogénesis
(transferencia de cel-lules productores de l'os fins la regi6 afectada), osteoinduccio
(estimulacié de les cel-lules per provocar la seva diferenciacié en les cel-lules ostogéniques i
el comencament de la produccié de nous 0sso0s), i osteoconduccio (substitucié progressiva i

creixement del front de I'0s).

Aquests mecanismes estan relacionats amb el comportament i propietats dels implants i
resulta imprescindible tenir-ho en compte per la creacié de materials biocompatibles amb
I'os. Els biomaterials destinats a la implantaci6 0ssia es classifiquen tenint en compte el tipus
de reaccié provocada en la interfase teixit viu—implant®. D’aquests biomaterials, els
classificats com a bioactius provoquen una interaccio i intercanvi quimic entre el implant i el

teixit viu donant lloc a una perfecta osteointegracioé.

2.4.2. Recobriment de la hidroxiapatita tipus ossia

Els fosfats de calci (coneguts com a Ca-Ps o HA) poden afectar en I'estructura i composicié del
component mineral ossi. Per aix0 s’han utilitzat en aplicacions ortopédiques i dentals molt
variades, tant en empelts com en recobriments®°®. Tot i aixi, les propietats mecaniques dels
Ca-Ps son molt diferents a les de I'os huma, el que ha implicat una gran limitacié pel que fa a
les seves aplicacions. De fet, els Ca-Ps sintétics resulten molt rigids i trencadissos. No obstant
aixo, el recobriment de les superficies de materials ortopédics amb una capa de HA,
proporciona una resposta favorable tant des de el punt de vista quimic com biologic, | estimula
la reproduccié de les reaccions que es produeixen normalment en teixits calcificats, sense
pérdua de les propietats mecaniques del corresponent dispositiu 0 material®®*°. Les sals de Ca-
Ps tenen un comportament molt biocompatible amb la majoria dels tipus cel-lulars tal i com
osteoblasts, osteoclasts, fibroblasts o cel-lules periodentals. A més d’aixo, les sals Ca-Ps
proporcionen propietats conductores, permetent la formacié de I'os en la seva superficie per
adhesié, migracio, proliferacio i diferenciacio de les cél-lules formadores de '0s*®®. Per tant,
aquest tipus de recobriment té un interessant potencial en les aplicacions 0ssies i poden ser

utilitzades per emplenar parts bioactives de defectes ossis, 0 com a suports per enginyeria
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Tissular. Aquests suports poden contenir també molécules osteogéniques i poden ser

utilitzades per sembrar i cultivar les cél-lules vives que estimulen la formacié de 'os™.

 Cartilag Molécula oy O
\ -
3 de col-lagen M
Os esponjos Fibresde \
(trabécula) col- |agen \?i“im 23“
Trabécules ol ?'\\
/, ~
Os compacte / . \
(cortical) { Fosfgtde calci « 20nm}
\ (Cristalls de ]
\ hidroxiapatita) "M 50nm ’

| “Osteon” ~o

Col-lagen -:r,ro
Fibril-lar

col-lagen
Cartilag

Figura 2.10. Dins I'estructura de I'os s’especifica on es troba la hidroxiapatita.

2.5. SOLUCIO DE KOKUBO'S (SBF)

En els dltims anys s’ha observat interés creixent per els recobriments de fosfat de calci
biomimetics, aplicats sobre implants de protesis. Diverses tecnologies han estat
desenvolupades i resulten forca apropiades pel recobriment de materials polimérics, ja que
permeten utilitzar temperatures molt proximes a la fisiologica®* 2.

L’any 1990, Kokubo i col-laboradors™, van aconseguir per primera vegada aplicar un
recobriment de Ca-P en un substrat mitjangant un procés biomimétic, en el que van utilitzar un

biovidre actiu basat en una composici6 CaO.SiO,. lons silicats a partir dels grups Si-OH
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s'alliberen i absorbeixen en la superficie del substrat per induir la formacio de la HA. El biovidre
actiu va ser utilitzat en forma de petites particules que en contacte amb el substrat s'indueix la
nucleacié de la HA en un medi denominat fluid corporal simulat (SBF), que presenta una
composicié molt similar a la del plasma sanguini i indueix la formacié de HA en la superficie del
biomaterial, desenvolupat per Kokubo al 1990% i a temperatura fisioldgica. Aquest métode
permet la formacié del recobriment tant de metalls, ceramiques i polimers, tal i com I'alimina,
zirconia, titani, polietileé, copolimers de etile - alcohol vinilic, polietile tereftalat (PET), poliéter
sulfona (PES), poliamides (PA), i silicones®®®*. També es va comprovar que la capa de HA que
es formava tenia lloc tant en superficies planes, com en superficies irregulars, corbades, fibres
o materials teixits®”®®. L’adhesié de la capa de HA a la superficie de polimers va resultar ser
més débil per poder ser utilitzada per aplicacions cliniques’. Una alternativa utilitzada va ser la
modificacié de la superficie on s’aplica el recobriment incorporant grups polars abans de
procedir al tractament biomimétic®. Els grups polars poden actuar com agents de nucleacié per
la formacié de la capa de la HA en la superficie dels polimers. En aquest sentit, el grup de
Kokubo va proposar diferents métodes™, com tractament amb solucié d’hidroxid sodic o amb
acid clorhidric™, que millorava sensiblement I'adhesi6 i reduia els periodes d'induccié per la
nucleacio. Altres técniques utilitzades per la modificacié de la superficie de polimers va ser la

descarrega eléctrica en atmosfera controlada’? i aplicacié de radiacié UV"3.

La solucié utilitzada per aquests autors resultava deficient en ions de bicarbonat en comparacio
amb el plasma sanguini”*”. Al veure aquests resultats, el grup de Kokubo han proposat
recentment una nova composicio revisada per la solucié del fluid corporal simulat, denominat R-
SBF, amb una composici6 més ajustada a la del plasma huma i major concentracié de ions

bicarbonats que la formulacié inicial SBF®.

En la (Taula 2.5) es representa les concentracions dels diferents ions que simulen el fluid del
plasma huma (SBF) i indueixen la formacié de HA en la superficie del biomaterial, respecte les

concentracions reals del plasma huma.



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d’origen natural Pag. 42

Taula 2.5. Concentracions dels ions que simulen el fluid del cos huma i fluid del plasma huma.

IONS SBF _ PLASMA HU3MA
(mmol/dm °) (mmol/dm °)
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg 1,5 1,5
ca* 25 25
cr 147,8 103,0
HCO3 4,2 27,0
HPO,* 1,0 1,0

S0,% 0,5 0,5
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3. MATERIALS, EQUIPS | METODES
EXPERIMENTALS



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d'origen natural Pag. 44

3.1. MATERIALS

Els materials que s’han utilitzat per a la realitzaci6 d’'aquest projecte, es descriuen a

continuacio:

3.1.1. Hidroxiapatita (HA)

S'utilitza hidroxiapatita (HA) en la formulacio del ciment ossi acrilic com a material bioceramic
capac d’estimular 'adheréncia cel-lular. Aquesta s'inclou a la fase solida del ciment substituint
part del polimetacrilat de metil (PMMA). L’'empresa Protein (Celra) ens ha cedit una mostra de

HA procedent d’'ossos de porc.

3.1.2. Polimetacrilat de metil (PMMA)

Pertany a la fase solida del ciment de totes les formulacions acriliques.Com a component
principal de la fase solida s’ha emprat el PMMA (Figura 3.1) Degacryl MW 332 (Degussa) en
format de microperles esférigues amb diametre de particula de 40-45 um. En la (Taula 3.1) es

mostren les seves caracteristiques.

—0

Figura 3.1. Formula del PMMA.

Taula 3.1. Caracteristiques fisico-quimiques del PMMA.

Pes molecular Viscositat Contingut Peroxid

Material (g/mol) (ml/g) d'aigua (%) residual (%)

Mw 332 200.000 80-100 0,5-1,5 0,2-0,5
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3.1.3. Peroxid de benzoil (BPO)

Es fa servir el peroxid de benzoil (BPO) (Figura 3.2) (Scharlau Chemie) com iniciador radicalari
en la reaccid de polimeritzacié. Aquest iniciador presenta un contingut en aigua del 25% en
pes, per tant, abans del seu Us cal purificar-lo previament mitjancant recristal-litzaci6 amb
metanol.

Figura 3.2. Formula del BPO.

3.1.4. Metanol

El metanol es dur a terme per la recristal-litzacié6 del BPO. Ha estat proveit per (Scharlau
Chemie) amb una puresa del 99,8%.

3.1.5. Metacrilat de metil (MMA)

El mondmer que es fa valer en la fase liquida per a la preparacié dels ciments ossis és el
metacrilat de metil (MMA) (Figura 3.3) (Acros Organics). Aquest s'aplica sense préevia
purificacio.

—o0

Figura 3.3. Formula del MMA
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3.1.6. 4-4-bis-(dimetilamina) difenil carbinol (BZ N)

El 4-4'-bis-(dimetilamina)difenil carbinol (BZN) (Figura 3.4) (Fluka) s’'usa com activador del
iniciador de la reaccié de polimeritzacio tal i com ens ha estat proveit pel propi subministrador.
El BZN provoca la descomposicid de l'iniciador a baixa temperatura per donar lloc a radicals
lliures encarregats d'iniciar la reaccié de polimeritzacié del monomer en preséncia de les

microesferes de PMMA.

OH

\N N/

Figura 3.4. Estructura quimica del BZN.

3.1.7. Solucié de Kokubo (SBF)

La solucié de Kokubo és una mescla de diferents components (sals i acids) que simula el fluid
del cos huma (Simulated Body Fluid) (SBF). A la (Taula 3.2) es detallen els diferents reactius

emprats en la seva preparacid, aixi com també el seu proveidor.

Taula 3.2. Reactius solucié Kokubo's.

nam. REACTIU PROVEIDOR

1 NaCl Scharlau Chemies S.A (Espanya)
2 NaHCO3 PRS Panreac Barcelona (Espanya)
3 KCI Scharlau Chemies S.A (Espanya)
4 K2HPO4 Scharlau Chemies S.A (Espanya)
5 MgCI2-6H20 Scharlau Chemies S.A (Espanya)
6 HCI Scharlau Chemies S.A (Espanya)
7 CaCl2 Scharlau Chemies S.A (Espanya)
8 Na2S04 Scharlau Chemies S.A (Espanya)
9 Tris buffer PRS Panreac Barcelona (Espanya)
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3.2. EQUIPS

Els equips necessaris per realitzar la part experimental d’aquest projecte es mostren tot seguit:

3.2.1. pH-metre

Per ajustar el pH de la solucié Kokubo s’usa el pH-metre model (Crison 2002, Espanya).

Figura 3.5. pH-metre Crison 2002.

3.2.2. Estufa 37°C

Per controlar el procés de curat de les mostres es fa servir I'estufa (Memmbert, Espanya)
termostatitzada a 37°C. Aquesta és la temperatura desitjada durant el periode de curat de les

mostres perque simula la temperatura del cos huma.

Figura 3.6. Estufa a 37°C.
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3.2.3. Estufa 50°C

S'utilitza I'estufa model S-205 (Selecta, Espanya) termostatizada a 50°C per poder assecar les

provetes destinades a determinar I'absorcié d’aigua i pérdua de pes.

Figura 3.7.Estufa a 50°C.

3.2.4. Maquina universal per 'assaig mecanic de co  mpressio

Les propietats mecaniques a compressio es determinen a la maquina d’assaig DTC-10 (IDM,
Espanya). Aquesta maquina esta equipada amb una ceél-lula que correspon a una carrega de 5
KN, una deformacié maxima aplicada del 30% de la longitud total de la proveta, una velocitat
d’'assaig de 20 mm-mini una temperatura de (23+1°C). L’equip esta controlat a través de la
connexié a un ordinador equipat amb el paquet de software Registra Ill. A continuacio a la
(Figura 3.8) es mostra I'equip i les corresponents mordasses emprades per dur a terme 'assaig

de compressio.

Figura 3.8. Maquina d’assaig mecanic de compressié imatge (A) i les corresponents mordasses imatge

(B).
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3.2.5. Sistema d’avaluaci6 dels parametres de curat

Per l'estudi de la variacié de la temperatura durant el procés de curat del ciment ossi es recorre
a un motlle de teflo cilindric temostatitzat a 25°C, amb un diametre de 10 mm i 15mm d’altura.
Les dimensions del motlle de tefl6 no sén les descrites en la norma 1SO-5833". Els avantatges
d'aguest motlle s6n que la quantitat necessaria de mostra per obtenir les dades requerides és
molt menor i que el motlle esta dotat d'una camisa que es pot termostatitzar a la temperatura
desitjada. A més, les dimensions i la forma del motlle s'analitzen a través d’experiments

paral-lels i la desviaci6 de la temperatura per ambdds métodes és menor a 2°C.

Esta format per dues sondes de temperatura, una per la temperatura ambient i la del motlle, i
l'altre per la temperatura de la cavitat cilindrica del motlle de teflé6 per controlar la temperatura
durant tot el procés de curat (Figura 3.9). Aquesta sonda esta connectada a un equip informatic
equipat amb el programa (Comsoft) el qual registra el termograma de la temperatura en funcio
del temps. D’aquest manera s'avalua la temperatura maxima de curat (Tma) | €l temps
d’enduriment (te).

B ___ REGISTRADORDE

TEMPERATURA
TERMOPARELL
MASSA DE
REACCIO MOTLLE DE
(1.5-2.09) TEFLON

Figura 3.9. Equip per I'analisi de parametres de curat imatge (A) i motlle pel curat (B)
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3.2.6. Espectroscopia infraroja (FT-IR / ATR)

L’espectroscopia infraroja es fa servir per indicar el tipus d'enllag i determinar els grups
funcionals que es troben a la mostra. S’empra l'infraroig per transformada de Fourier (Mattson-
Galaxy Satellite 117, Espanya) amb un sistema de reflexi6 ATR Golden Gate vidre de diamant,
el qual permet conservar la mostra integrament sense destruir-la i I'obtencié d’espectres de

forma rapida, precisa i amb relacio senyal/soroll elevades.

Figura 3.10. Equip Espectroscopia Infraroja.
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3.2.7. Microscopia electronica de rastreig (MER)

La microscopia electronica de rastreig (MER) permet obtenir imatges d’alta resolucio, elevada
profunditat de camp i lliures de reflexos. Es un equip Util en 'observacié d’estructures petites,
les quals no es poden resoldre amb microscopia Optica. El microanalisi de raig X associat al
MER permet obtenir informaci6 de la composici6 elemental d'inclusions o defectes

microscopics presents en la mostra.

L’equip de MER que s'utilitza és el model (Zeiss DSM-960A, Espanya) amb un detector de raig
X per separacié d’energies (EDX) Oxford Link Isis L200B, dotat de finestra ultrafina de beril-li i
detector de silici. Aquest equipament permet la deteccié d’elements de nombre atomic igual o

superior a 6.

Figura 3.11. Equip experimental per I'analisi del MER.
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3.3. METODES EXPERIMENTALS

3.3.1. Recristal-litzacié del BPO

Es prepara una solucié saturada de BPO en metanol purissim, es posa en agitacio suau i
s’escalfa fins a 38°C (no es pot sobrepassar la temperatura de 40°C ja que sind es produiria la
descomposicio del BPO). Seguidament es refreda la dissolucié a 0°C, mai per sota, i es deixa
refrigerada a aquesta temperatura durant 24 hores. A continuacio es filtren al buit els cristalls
obtinguts de BPO, i es deixen assecar a temperatura ambient. Es conserven en un pot de vidre

per ser emprats en la preparacié del ciment ossi.

3.3.2. Preparacio del ciment

Un ciment ossi és un material bifasic que es prepara “in situ”, barrejant la fase liquida
monomerica amb la fase solida polimérica fins a obtenir la consistencia adequada per ser
aplicada. Un ciment ossi esta constituit per dues fases, una liquida i una solida. La fase liquida
esta formada pel monomer MMA i I'activador BZN que es troba en una proporcié de I'1% en
pes respecte el total de la fase liquida. La fase solida es composa pel polimer PMMA, el
material bioceramic HA i l'iniciador BPO, ja purificat, que representa un 1,5% en pes respecte la

fase solida.

La base d’'aquest projecte es fonamenta en substituir diferents quantitats de PMMA per HA
d’'origen animal per obtenir materials amb diferents resposta fisicoquimica i biologica. A la
(Taula 3.3) es mostra la nomenclatura emprada per a cada ciment ossi durant la realitzacié del
treball, seguit de la quantitat en percentatge de HA en la fase solida i el percentatge de HA que

correspon al ciment.

Taula 3.3. Representacio de les diferents valoracions de HA.

NOMENCLATURA % HA A LA FASE SOLIDA % HA EN EL CIMENT

HA 0% 0 0
HA 5% 5 3,33
HA 15% 15 10,00

HA 25% 25 16,67
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Per a realitzar el ciment, primerament s’ha de determinar la relacié entre el contingut de la fase
solida i la fase liquida, el que es denomina la relacié solid:liquid (S:L). Aixo es fa perque el
ciment es realitzi en unes condicions de fluidesa que permetin la seva manipulacié abans que
s'incrementi la seva viscositat i a la vegada contingui la minima quantitat de monomer possible
per tal de minimitzar els fenomens toxics que poden ser derivats del seu Us. La relacio utilitzada

en aquest projecte és de (2:1).

Per dur a terme el procés d'obtencié del ciment ossi cal comencar preparant per separat
cadascuna de les fases, veure exemple en(informacié addicional apartat 9.1). Per a la
preparacio de la fase solida es pesen en un recipient de plastic els diferents components: el
BPO, HA (excepte pel ciment control) i el PMMA. Es barregen els diferents components per
assegurar la seva homogeneitzacio. Per a I'obtenci6 de la fase liquida en un recipient de vidre
es pesa el BZN i s'introdueix el MMA, que es troba en estat liquid. Amb una espatula agitem

suaument per tal de dissoldre completament el BZN.

Un cop es tenen les dues fases preparades, la fase liquida s’afegeix sobre la fase solida i es
barreja la mescla manualment, amb agitacié6 suau mitjancant una espatula per tal d'evitar la
possible inclusi6 de bombolles d’aire, fins que la massa de polimeritzacié6 augmenta de

viscositat a causa de la reaccié de polimeritzacio.

Durant el procés de mesclat, la massa de reaccié va adquirint un aspecte més pastos. Aquest
procés s’acaba en el moment que la massa no s’adhereix al guant de latex. En aquest moment,
la massa de polimeritzacio ja esta llesta per omplir els diferents motlles per tal d’obtenir la forma

de la proveta desitjada i caracteritzar-la posteriorment (Figura 3.12).

Figura 3.12.Exemple de motlle per el ciment.



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d'origen natural Pag. 54

Tot seguit s'introdueixen els motlles a I'estufa de 37°C, perqueé tingui lloc la reaccié de curat en
condicions fisioldgiques durant una hora. Un cop transcorregut aquest temps es treuen les
provetes del motlle (Figura 3.13), es llimen per tal de tenir una estructura simétrica i ja estan

preparades per a la seva caracteritzacio.

Figura 3.13. Exemple de les provetes sortides de I'estufa de 37°C.

3.3.3. Preparacio de la solucié Kokubo’s

La solucié de Kokubo'’s consisteix en una barreja de diferents concentracions de ions inorganics

gue es realitza seguint el seglent protocol de treball, el qual consta de quatre parts:
» Neteja

Primer de tot s’ha de procedir a la neteja de tot el material utilitzat (flascons, matrassos,
pipetes,...) durant el procés de preparacié de la soluci6 amb una dissolucié d’acid clorhidric
(HCI) diluida,al 10% en volum, amb aigua mili-Q. A continuacio, es submergeix tot el material
en la solucié de HCI durant un periode de 24h, un cop passat aquest temps, es renta el material

amb aigua mili-Q. Finalment, per assecar el material s'introdueix a I'estufa de 50°C.

» Preparaci6 de la solucio

Per a la preparacié de la solucid, s'utilitzen els reactius que es detallen a la (Taula 3.4). En un
flascé d’1L de polietilé s'introdueixen 750mL d’aigua mili-Q. Es posa en agitaci6 magnética en
un bany d’aigua termostatizat a 36,5°C. A continuacio s’afegeixen els vuit primers reactius de la
(Taula 3.4), un a un fins a la completa dissolucié de I'anterior. El (reactiu nim.9) s’addiciona
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gram a gram procurant que la dissolucié del gram sigui completa. Un cop que ja esta tot dissolt,

es pot passar al pas seglient.

» Ajust del pH

Un cop calibrat el pH-metre s’introdueix I'eléctrode en la solucié termostatitzada a 36,5°C. El pH
de la solucié preparada ha de ser aproximadament de 7,5. Per tal d’ajustar el pH a 7,4 s’afegeix
gota a gota la solucié d’HCI (reactiu nim.10). Un cop ajustat el pH a 7,4 es transfereix la solucio
a un matras aforat d'1L, s’espera a que la solucié estigui a temperatura ambient i s’enrasa amb

aigua mili-Q.

» Emmagatzement

La soluci6 s’emmagatzema en una ampolla de polietile esbandida previament tres vegades
amb solucié Kokubo's i finalment s’hi transfereix tota la solucié i s'emmagatzema en una nevera
refrigerada a una temperatura entre 5-10°C. Si durant el periode d’'emmagatzement aparegués
precipitat en les parets de l'interior de 'ampolla, s’hauria de tornar a preparar la solucié ja que

aixo voldria dir que s’ha induit la precipitacié de sals en la solucié.

Taula 3.4. Representacio de les quantitats necessaries segons el protocol.

nam. REACTIU QUANTITAT
1 NaCl 7,996 g
2 NaHCO; 0,350¢g
3 KCI 0,224 g
4 K;HPO, 0,174 ¢
5 MgCl,-6H,0 0,305 g
6 HCI 40 mL
7 CaCl, 0,278 g
8 Na,SO, 0,071 g
9 Tris buffer 6,057 g
10 HCI 1mol/L
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3.3.4. Avaluaci6 dels parametres de curat

Per obtenir els parametres de curat es prepara una mostra de 5 grams de ciment ossi seguint
la metodologia detallada a (apartat 3.3.2). Un cop obtingut el ciment amb la consisténcia
pastosa s'introdueix dins el motlle de tefld (Figura 3.9), es tapa i es connecta la sonda de

temperatura (col-locada a una altura de 3 mm del fons).

Connectat al programa informatic, ens dona la lectura de les diferents temperatures en funcié
del temps i aixi es pot calcular tot seguit, la temperatura d’enduriment (T.). En (I'apartat 9.4) es

pot veure un exemple del calcul dut a terme.

3.3.5. Estudi d'absorci6é d'aigua i perdua de pes

Mitjancant I'estudi d’absorcié d’aigua o grau d’hidratacio (%Hnq) (Eq. 3.1) i la pérdua de pes
(%Py) (Eqg. 3.2), s'avalua el comportament “in vitro” dels materials. Aquest assaig es realitza
submergint les provetes amb forma de disc (15 mm de diametre i 1 mm d'espessor) en la

solucié Kokubo'’s (SBF) a pH=7,40 durant un periode de temps determinat.

Primer de tot cal tenir les mostres estabilitzades de pes, per aix0, s'assequen les provetes a
I'estufa de 50°C i a continuacié es deixen en un dessecador perqué estiguin a temperatura

ambient i s'anota el pes (Wy).

Seguidament es submergeixen les provetes en la solucié Kokubo's i s'incuben a 37°C durant el
periode de temps determinat. Transcorregut el temps desitjat es treuen les provetes de la
solucio, s'assequen amb molta cura amb paper absorbent per tal d’eliminar les gotes de solucio

adherides a la superficie de la proveta, es pesa la proveta (W,).

Novament es torna a introduir la proveta dins l'estufa a 50°C per tal d’eliminar l'aigua que
puguin haver absorbit i es tornen a pesar, fins a un pes constant (Ws). En ('apartat 9.2) es pot

veure un exemple del calcul seguit per aquest assaig.

W2 —Ws 100 Eq. 3.1
W g. 3.

3

% Hpia =

W _W3
% P, = ———x 100 Eq. 3.2
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3.3.6. Assaig mecanic de compressio

Per obtenir les propietats mecaniques sota I'esfor¢ a compressié s’assagen les provetes que es
mostren a la (Figura 3.14). Aquestes s'obtenen en un motlle de tefld6 dissenyat per a que
compleixi les especificacions de la norma 1SO-5833". De cada formulacié s’experimenten un
minim de cinc provetes per obtenir un valor promig i la seva corresponent desviacio estandard.
Per aquesta prova es fan servir les provetes cilindriques, amb un diametre de 6 mm i una altura
de 12 mm, obtingudes en un motlle de tefl6 (Figura 3.14). Per aix0, es prepara el ciment
barrejant les dues fases tal i com s’explica en (apartat 3.3.2), i quan s’arriba a un estat pastos
s’'omple el motlle, es pressiona per les dues cares amb dues superficies llises de tefld i
s'introdueixen a I'estufa de 37°C durant una hora. Passat aquest temps, es treuen del motlle, es
descarten les provetes que contenen bombolles d’aire, es llima la part superficial de les que es
troben en bon estat (cal deixar-les amb una superficie plana i paral-lela entre si) i ja es poden

assajar.

-

6 mm

Figura 3.14. Motlle de tefl6 i proveta de I'assaig mecanic per compressio.

Els ciment ossis s’experimenten en sec i submergits 15 dies en la solucié Kokubo's i a 37°C
simulant les condicions fisiologiques, en assajos independents. La resistencia a compressio (o.)
expressada en unitats de MPa, es calcula segons (Eg. 3.3) on F és la forca maxima aplicada,

en Newtons i d és el diametre de la mostra, en mil-limetres (apartat 9.3).

Eq. 3.3

L'andlisi estadistic dels resultats de les propietats mecaniques es porta a terme per I'analisi
estadistic de la variancia (ANOVA). En tots els analisis estadistics es considera p>0,05 com

estadisticament significatiu.
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3.3.7. Espectroscopia infraroja (FT-IR / ATR)

Es realitza I'espectre d'infraroig dels diferents ciments ossis preparats a temps 0 i 23 dies
d'immersié en la solucié Kokubo's. També es realitza el corresponent espectre de la HA

comercial.

3.3.8. Estudi de la biocompatibilitat “in vitro” de | ciment ossi

En l'analisi de biocompatibilitat “in vitro” dels diferents ciments ossis modificats amb HA i el
controles realitza a partir de dos experiments:I'assaig de MTT i “I'Alamar Blue.Els estudis de
biocompatibilitat “in vitro” han estat realitzats al “Centro de Investigacion Biomédica en Red en
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN), de la Universidad de Investigacion
(CHA-CSIC), situat a I'Hospital Provincial de la Provincia d’Avila (SACYL)”.

3.3.8.1 Assaig de la citotoxicitat (MTT)

L'assaig MTT'®"’ s'utilitza en I'evolucio de la toxicitat del material derivat de I'alliberacié d’algun
tipus de component citotdxic (productes de la seva degradacio, monomer residual,...)”® al medi
del cultiu en el que es desenvolupen les cél-lules. En aquest cas es fa Us de la dissolucié del
reactiu MTT en tampd PBS en concentracido 5 mg/ml. Aquesta dissoluci6 es filtra i es dilueix al

10% en medi fresc per obtenir aixi la dissolucié de treball que conté el MTT.

Amb l'objectiu d'analitzar l'alliberaci6 de productes toxics a partir de les formulacions
experimentals i del control TMX es realitza un assaig MTT*"*, utilitzant el cultiu primari dels

osteoblast humans. L’'assaig consta de les segtients fases:

» Obtenci6 dels eluents o lixiviats dels materials en medi del cultiu complet sense serum a 1, 2
i 7 dies, després de mantenir les mostres a 37°C i en agitacié durant aquests dies. S'utilitzen
5 ml de medi per cada mostra.

» Sembra de cel-lules, utilitzant medi de cultiu complet fresc, a una concentracié de 10°
cel-lules/ml, sobre plaques de 96 pouets (100 pl de concentrat de cél-lules/pouet).

> Incubacio6 durant 24 hores a 37°C i una atmosfera amb un 5% de CO,.

> Intercanvi del medi de cultiu per els lixiviats dels materials, préviament recollits a 1, 2 i 7 dies
(n=8).

» Incubacié durant un periode de 24 hores a 37°C i una atmosfera amb un 5% de CO..

» Retirar el contingut dels pouets, afegint al seu lloc el reactiu MTT.
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> Incubacio6 4 hores a 37°C i una atmosfera amb un 5% de CO,.

A\

Retirar el contingut de pouets i afegir 100 pl de DMSO/pouet.
» Lectura amb agitacié de 20 segons a elevada intensitat, de densitat optica a 570 nm, amb
una longitud de referéncia de 630 nm.
» Els valors de l'absorbancia obtinguts se’ls resta els valors mesurats pel blanc, i es
relativitzen segons els valors llegits per el control TMX, obtenint la viabilitat cel-lular relativa
(%VR) respecte aquest control, a partir de (Eq. 3.4):
DOy — DOy Eqg. 3.4.

VR=-—""""8y100
Do,

Essent la densitat optica de la mostra (DOy); del blanc (medi cultiu induit en pouets sense
cel-lules) (DOg); i la del cultiu (DOC).

Tot seguit es representa a la (Figura 3.15) es representa un esquema del tipus MTT per avaluar
la alliberacié de components citotoxics. Els eluents recollits a 1, 2 i 7 dies s'utilitzen per cultivar
cel-lules i avaluar espectroscopicament l'efecte sobre el cultiu. Els resultats obtinguts

s’analitzen mitjancant analisis de la variancia (ANOVA).

Sembra de cél-lules

Incubacié a
37°C, 5%
CO,, 24h

@ ldia ﬁ

+5mlde MEM ¢ 1006666 ¢
completa 37°C L Addiciédels eluents
- :i zi ; Incubacié a
m 37°C, 5%
= CO,, 24h
+5 ml de MEM 2des ; tH
completa 37°C J L Addicié del reactiu MTT
' Incubacié a
> 37°C, 5%
N CO,, 24h
—
+5 ml de MEM 7 dies

completa37ec  <{—>

570 nm (Ref: 630 nm)

Figura 3.15. Esquema de l'assaig tipus MTT per avaluar I'alliberacié de components citotoxics.
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3.3.8.2 Assaig “Alamar Blue”

L'objectiu d'aquest assaig és estudiar I'evolucioé temporal de la proliferacié cel-lular, durant un
periode de 21 dies, establerta directament sobre la superficie dels materials utilitzant el reactiu
“Alamar Blue™®. Aquest assaig permet realitzar diferents mides de l'activitat cel-lular d’un
periode de temps, a causa de gue el reactiu utilitzat no resulta toxic per les cél-lules cultivades
en contacte amb el mateix. El resultat de I'activitat cel-lular és la reduccio del reactiu addicionat

gue vira de color, propietat que es pot mesurar colorimétricament.

En una placa de 24 pouets es dipositen les mostres esterilitzades on s’hi realitza el sembrat de
les cél-lules, amb una concentracié de cultius 10° cél-lules/ml. Seguidament, s’incuben les
plagues durant 24 hores a 37°C a una atmosfera amb un 5% de CO,. A continuacio es renten
les mostres amb PBS, i s’hi afegeix una dissolucio al 10% del reactiu “Alamar Blue” en un medi
completament lliure de vermell de fenol (1 ml/pouet), que es manté en contacte amb els cultius
durant 4h a 37°C a una atmosfera amb un 5% de CO,. Passat aquest temps, es transvasa el

contingut dels pouets a plaques de 96 pouets (100 pl/pouet).

Finalment, es realitza una lectura de la densitat Optica en un espectrofotometre (Bitek
ELX808IU)a 570 nm, amb una longitud d’'ona de referéncia de 630 nm, de les mostres, restant

els valors d'absorbancia mesurats per el blanc als valors obtinguts per les diferents mostres.

El protocol descrit anteriorment s’ha repetit a 3,7,14 i 21 dies, els que permet obtenir el patr6 de
la proliferacié d'osteoblasts sobre la superficie de TMX i les formulacions experimentals durant

els 21 dies que dura I'assaig.

L’evolucié temporal de la proliferacié cel-lular es porta a terme a partir de les mesures
d’absorbancia realitzades a diferents periodes de temps, els valors obtinguts es comparen amb

els valors obtinguts pel control negatiu de TMX.

Tot seguit es representa en la (Figura 3.16) un esquema del procediment on primer
s'introdueixen les mostres dels materials en els pouets (A) i es realitza la sembra (B) de
cél-lules. Si es volen agafar lectures de densitat optica a diferents periodes de temps després
de l'addici6 del reactiu AB, aquest es pot retirar (C) i reomplir els pouets amb medi

completament fresc.
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Figura 3.16. Esquema del procediment seguit en I'evolucié de la proliferacio cel-lular utilitzant el reactiu
“Alamar Blue”.
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4. RESULTATS
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4.1. CARACTERITZACIO DE LA HIDROXIAPATITA

4.1.1. Espectroscopia d'infraroig

A la (Figura 4.1) es mostra I'espectre d'infraroig obtingut per la mostra de HA comercial.
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Figura 4.1. Espectre infraroig de la HA.

En aquest espectre es pot apreciar clarament la banda més important de la hidroxiapatita, és a

dir, la banda de vibracié del grup fosfat: 1022 cm™. Aquesta freqiiéncia correspon a la tensi6

antisimetrica del grup fosfat. A més a més també es pot identificar la banda associada a la

tensié simétrica del grup fosfat: 950 cm™".
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4.1.2. Microscopia Electronica de Rastreig.

A la (Figura 4.2) es mostren dues microfotografies MER de la HA abans de ser incorporada al

ciment ossi.

Figura 4.2. Microfotografia de HA a diferents grau d’amplitud.

Es pot evidenciar la molt petita mida que tenen les particules de HA que frega I'escala

nanometrica.

4.1.3. Analisis Elemental (EDX)

A la (Figura 4.3) es mostra I'espectre EDX de la mostra de HA. En ell es pot observar la
preséncia del pic de fosfor (P) i la del calci (Ca) que justifiquen I'existéncia com a minim de

grups fosfat. En ('apartat 9.5) es recullen les tres mesures preses de la HA.
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Figura 4.3. Espectre analisi elemental de la HA.

4.2. OBTENCIO DE CIMENTS OSSIS

Els ciments ossis preparats en aquest treball s’han obtingut aplicant una relacié solid-liquid de
2:1 (p/p). Com a fase liquida s’ha emprat el monomer MMA i I'activador BZN de la reacci6 de
polimeritzacié. En canvi, com a fase solida s’ha utilitzat el polimer PMMA, el biomaterial
ceramic HA i liniciador BPO. La finalitat d’'aquest treball ha estat avaluar les propietats de
curat,propietats mecaniques i de biocompatibilitat dels ciments ossis obtinguts a partir de la
modificacié de diferents quantitats de PMMA per HA. Amb aquestes caracteritzacio es pretén
donar resposta a I'objectiu principal d'aquest projecte, que es centra en I'obtencié d'un material
hibrid PMMA-HA gue mantingui raonablement les propietats mecaniques del PMMA, pero que
incrementi la seva biocompatibilitat. Les quantitats de HA substituides respecte el PMMA en
pes han estat un 5, 15 i 25%. La nomenclatura utilitzada per dur a terme la part experimental ja
ha estat detallada en (apartat 3.3.2).
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4.2.1. Parametres de curat

A la (Taula 4.1) s’especifiquen els diferents parametres de curat, temperatura maxima de curat
(Tma) i €l temps d’enduriment (t;) juntament amb el seu valor de desviacio estandard, que s’han
obtingut amb les diferents formulacions. Es pot apreciar que per tots els casos modificats amb
HA la temperatura maxima és inferior al valor del control de PMMA.

Taula 4.1. Resultats parametres de curat.

Formulacio T max (°C) Desviaci((%mjxs)tandard te (min) es?;ﬁg;?gig )
HA 0% 75,6 2,5 8,7 0,5
HA 5% 68,1 2,1 7,8 1,7
HA 15% 70,3 15 7,6 1,1
HA 25% 68,4 0,9 9,3 0,5

4.2.2. Absorcio d’'aigua i Pérdua de pes

A la (Figura 4.4) s’observa I'evolucio del grau d’hidrataci6, en tant per cent, respecte el temps
immersio en solucid bioldgica simulada (solucié Kokubo's).
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Figura 4.4. Perfil d’absorci6 d'aigua respecte el temps.
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L’existencia de majors quantitats de HA a I'estructura del ciment condiciona major capacitat

d'absorcié d’aigua durant el temps d’assaig.

A la (Figura 4.5) es representa la pérdua de pes vs el temps.
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Figura 4.5. Grafica de la pérdua de pes respecte del temps.

Malgrat els perfils mostren una lleugera pérdua de pes aquesta no sera considerada a causa

de el limitat del seu valor nominal.

4.2.3. Compressio

A la (Figura 4.6) es mostren els valors obtinguts de resistencia per I'assaig de compressio. En
el grafic s’hi representen els valors en sec (sense immersié en el fluid fisioldgic simulat) i
transcorreguts 15 dies en solucié Kokubo’s a 37°C i pH 7,40.
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Figura 4.6. Resisténcia a compressié en sec i a 15 dies d'immersio.

4.2.4. Espectroscopia Infraroja (FT-IR / ATR)

A la (Figura 4.7) es representen els espectres d’espectroscopia d'infraroig de les mostres HA
0% (proveta control feta només amb PMMA), HA 0%-23d (control en immersié durant 23 dies),
HA 25% (proveta amb un 25% de HA dins la fase solida), HA 25%-23d (proveta amb un 25%
de HA dins la fase solida en immersio durant 23 dies). La resta d’espectres d'infraroig de les

demeés formulacions es recullen a ('apartat 9.6) del capitol d’'informacié addicional.

En cap moment hi ha una predominanca de les bandes de HA per sobre de les de PMMA.
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Figura 4.7. Espectres d'infraroig de diferents ciments ossis. (A)HA 0%, (B)HA 0%-23d, (C) HA 25% i (D)

HA 25%-23d.
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4.2.5. Microscopia electronica de rastreig (MER)

A les figures (Figura 4.8) i (Figura 4.9) es mostren les microfotografies dels ciments ossis, HA
0% i HA 25% respectivament, sense immersio i al cap de 23 dies d'estar immersos en la

solucié de Kokubo’s a 37°C.

Figura 4.9. Micrografia del MER de les formulacions HA 25% (A) i HA 25%-23d (B).
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4.2.6. Assaig MTT

En la (Figura 4.10) es representen els resultats de I'assaig MTT per els cultius d’osteoblast
humans mantinguts amb els lixiviats de 1, 2 i 7 dies obtinguts a partir de les mostres del control
TMX i les formulacions experimentals. Es representa el valor mitja de la viabilitat cel-lular
relativa + l'interval de confianca al 95% (n=8) i el nivell de significacié obtingut en I'analisi de la

variancia afectant als valors obtinguts per TMX (**:p<0,01).

[] Lixiviados 1dia  [[] Lixiviados 2 dias [l Lixiviados 7 dias

i N
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TMX HA 0% HA 5% HA 15% HA 25%

Figura 4.10. Representacio grafica dels resultats obtinguts per 'assaig MTT.

4.2.7. Assaig “Alamar Blue”

En la representaci6 grafica (Figura 4.11) s’observen els resultats de I'assaig “Alamar Blue”™ per

els cultius d’osteoblast humans sembrats sobre el control de TMX i les formulacions estudiades.
Es representa la mesura * linterval de confianca al 95% (n=16) i el nivell de significacio

obtingut en l'analisi de la variancia efectuat comparant els valors obtinguts per els cultius
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sembrats sobre les mostres de HA 5%, HA 15% i HA 25% davant als valors obtinguts per els
cultius sembrats sobre HA 0% (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).
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Figura 4.11. Representacio grafica dels resultats obtinguts amb I'assaig “Alamar Blue”™.

4.2.8. Analisis dels cultius sembrats sobre la supe rficie dels
materials

Les superficies dels ciments ossis sembrats amb osteoblasts han estat avaluades mitjancant la
microscopia electronica de rastreig. En la (Figura 4.12) s’observa una microfotografia a 1000
augments d’'un cultiu d'osteoblasts humans en el cultiu negatiu de Termanox ®. Mentre que a la
(Figura 4.13) es presenten uns resultats que concorden perfectament amb els obtinguts a

'assaig “Alamar Blue”.
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1 1 1
SUB000 3.0k 11.9mm x1.00k SE(UL) ' '50.0um

1 . 1 (R I
SU8000 3.0k 13.1mm x1.00k SE(UL) ' ' " '50.0um

Figura 4.13. Microfotografies dels cultius d’osteoblasts humans al cap de 24h de ser sembrats sobre la
superficie dels diferents ciments ossis.



Preparacié d’un ciment ossi acrilic modificat amb hidroxiapatita d'origen natural Pag. 74

A continuacié a les figures: (Figura 4.14), (Figura 4.15) i (Figura 4.16) es mostren unes
microfotografies ampliades de les superficies dels ciments ossis, HA 5%, HA 15% i HA 25%

respectivament, sembrats amb cél-lules d’osteoblasts i cultivats durant un periode de 24h.

SU8000 3.0kV 11.9mm x500 SE(UL) 100um SU8000 3.0kV 11.9mm x1.00k SE(UL) 50.0um

Figura 4.14. Ampliaci6 de la superficie del ciment ossi HA 5%.

| T T T D D e B T
SUB8000 3.0kV 13.1mm x2.50k SE(UL) 3/23/2012 12:50 20.0um

Figura 4.15. Ampliacié de la superficie del ciment ossi HA 15%.
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3

SU8000 3.0kV 12.2mm x500 SE(UL)

Figura 4.16. Ampliacié de la superficie del ciment ossi HA 25%.
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5. DISCUSSIO
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La caracteritzacié de la HA s’ha dut a terme utilitzant diferents técniques tant microscopiques
com espectroscopiques. Per una altra banda el ciments ossis acrilics han estat caracteritzats
mitjangant espectroscopia d'infraroig, microscopia electronica de rastreig, assaig mecanic per

compressio, sistema d’avaluacio dels parametres de curat i la biocompatibilitat.

Tal i com mostren els espectres de espectroscopia d'infraroig la hidroxiapatita d’origen animal
es analoga a la hidroxiapatita sintetica, al menys des d’'un punt de vista quimic. Per una altra
banda, considerant el grau de cristal-linitat, no podem concloure si el material d’origen animal
€s més cristal-li o no, donat que no s’ha considerat realitzar els corresponents assaigs de

difraccié de raig X, ja que no ens aporten més informacio per assolir I'objectiu del projecte.

Una segona apreciacié de la caracteritzacié de la hidroxiapatita ens permet observar que la
mida de particula que s’'afegeix al ciment es molt petita i cau dins del que podriem anomenar
nanoescala. A priori cap preveure que aquesta mida ens permetra millorar les propietats
mecaniques del material o al menys no perdre-les, respecte al material control, a causa d’'una

hipotética incompatibilitat fisico-quimica.

La tecnica de MER-EDX ens ha permes fer un analisis elemental de la mostra de HA procedent
de la font animal. A la (Figura 4.3) es mostra I'espectre EDX de la mostra de HA. En ella es pot
veure que el pic de fosfor (P) representa un 7,71% i el de calci (Ca) un 13,85%. A partir
d’'aquestes dades el que se’'n deriva és que la relacio Ca/P és de 1,79, lleugerament superior a
la de la HA “de I'os huma” que és 1,66. Aquest resultat no descarta de cap manera que la
matéria primera sigui HA, ja que aquesta tecnica es considera molt qualitativa en lloc de
quantitativa. En el cas que fos estrictament necessari coneixer el valor de la relaci6 Ca/P la
tecnica més adequada seria la difraccié de raig X, la qual no ha estat proposada en aquest
projecte. De qualsevol manera la mostra original presenta les caracteristiques intrinseques de
la HA: 1) preséncia de grups fosfat segons FT-IR i 2) justificacié d’aquest a través de la

confirmacio elemental (MER-EDX).

Ja ficats a la caracteritzacié dels ciments ossis acrilics, la normativa 1SO 5833 suggereix una
temperatura maxima de curat de 90°C per tal de minimitzar els efectes necrotics del teixit que
envolta la zona a tractar amb dit ciment ossi®®. En aquest cas, tant per la formulacié control, HA
0%, com les modificades amb HA s’obtenen uns valors experimentals de temperatura maxima
inferior a 90°C. Aquests valors s6n un resultat favorable ja que permet la utilitzacié d’aquests
materials independentment del contingut modificat amb HA. La disminuci6 de la T, respecte
a la formulacié control (HA 0%) es deu a la incorporacié de particules, no solubles durant el

procés de curat, les quals actuen com una barrera a la transmissio de calor durant el procés de
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polimeritzacio, dissipant aixi I'energia produida i provocant la corresponent disminucié de Tax.
Aquest fet és comu al que altres autors han observat quan modificaven la formulacio

convencional amb particules no solubles en el MMA durant el curat®.

El temps d’enduriment d’un ciment ossi també esta regulat per la norma ISO 5833". Aquest
valor ha de ser un temps inferior a 15 minuts. Tal i com es pot observar a la (Taula 4.1) totes les
formulacions tenen un t, que oscil-len entre els 8 i 10 minuts. Aquesta disminucié del temps de
factors positius, perd també negatius. Des del punt de vista positiu, cap esperar que el material
es torni rigid més rapidament conforme disminueix el temps d’enduriment. Aixd disminueix el
temps d'intervencié quirargica. Per una altra banda, aquesta acceleracioé del procés de curat
disminueix el temps del que disposara el cirurgia per tal de reduir el trauma a tractar.
Evidentment s’ha d’arribar a un equilibri d’actuacio i aquest es més favorable cap a la reduccio
del temps de curat, ja que si es vol induir un temps més llarg I'actuacié seria mitjancant la
incorporacid d’'una petita quantitat superior de fase liquida, fet que ja es desenvolupa a la

practica clinica.

La naturalesa hidrofobica dels components dels ciments ossis convencionals, particularment la
del PMMA com a matriu polimérica, condueix a valors d’absorcié d’aigua molt limitats. Aquest
és el cas de la formulaci6 HA 0% mostrada a la (Figura 4.4).Aquesta absorcié d’aigua no es
superior al 2,5% en pes i es atribuida a la mancanca de funcionalitat hidrofilica d’aquest
polimer. Per contra, la incorporacio de la HA com agent de refor¢ inorganic, ha donat com ha
resultat valors lleugerament superior d'absorcié d’'aigua atribuits a dos efectes majoritariament:
1) naturalesa ionica de l'enllac a la HA i 2) la parcial incompatibilitat quimica d’aquest
component amb el PMMA. L'existencia d'un enlla¢c purament ionic a la HA confereix a aquest
material capacitat d'interacci6 amb molecules polars com és el cas de l'aigua. Aquesta
interaccio promou I'absorcio d’aquestes molécules sobre I'estructura de la HA, modificant aixi la
polaritat del material obtingut. Per una altra banda, la diferencia d’estructura quimica del PMMA
i la HA permet I'estabilitat d'interfases no adherides entre aquests components, sent aquestes
vies de percolacio d’aigua, i conseqientment d’hidratacio del material. Si ens remetrem a la
(Figura 4.4) podem observar que la formulaci6 HA 5% no té prou quantitat de HA com per
modificar la hidrofilia del material. En canvi, valors de composicié del 15 i del 25% si
condicionen majors entrades d’aigua al material i conseqiientment graus d’hidratacié superiors.
Atenent ara la (Figura 4.5) relacionada amb la péerdua de pes, es pot observar que les pérdues
sén minimes en comparacid altres materials constituits per polimers biodegradables,
ampliament reportades a la bibliografia®®. La nul-la solubilitat de la HA en medis aquosos

també es veu reflectida en I'assaig de perdua de pes ja que les mostres tenen una pérdua de
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pes inferior al 1% (Figura 4.5). Aquest valor de pérdua de pes es deu majoritariament al procés

de rentat superficial que pateixen les provetes al inici de ser immerses en la solucié Kokubo'’s.

En general, els espectres d'FT-IR aclareixen la preséncia de HA en els ciments ossis i al mateix
temps mostren que no es produeix cap reaccié durant el procés de polimeritzacio entre la HA i
la matriu polimerica. No hi ha una diferéncia significativa en la relacié entre banda del grup
carbonil del PMMA i la del grup fosfat durant el temps d’immersié en la solucié Kokubo's.
Aquest resultat respon a dos efectes: 1) no hi ha solubilitzacié de la HA en el medi tamponant i
2) no hi ha creixement induit de nova hidroxiapatita al medi. Aquestes dues afirmacions van
emparellades, ja que per tal que hi hagi un creixement de hidroxiapatita sobre el material,
doncs primer s’ha de tenir una font dels seus ions al medi aquos. Si no hi ha solubilitzacié
d’aquest component dificilment hi haura reprecipitacié a sobre del material. Per tant, aquests
materials no es poden considerar com a osteogeneradors, en contraposicié a aquells modificats
amb vidres bioactius, parcialment solubles en el medi, que indueixen el creixement de HA a la
superficie del material®.

Normalment la capacitat osteogenerativa va associada a la solubilitzacié dels vidres bioactius al
medi per tal de reprecipitar a sobre del material com a HA. Aquest procés comporta una pérdua
substancial de propietats mecaniques, ja que hi ha pérdua de material i conseqgientment de
resisténcia mecanica. La principal funcié d'un ciment ossi per poder ser utilitzat en cirurgia
ortopedica com a material de fixacié entre la protesis i I'os, és la de millorar la distribucié de
carregues entre ells, augmentant la superficie de contacte i evitant la concentracio de tensions.
Un parametre que esta regulat per la norma 1SO-5833"és el valor de resisténcia maxima a
compressio (o). La norma informa que el valor minim de o és de 70 MPa. Tal i com es detalla
a la (Figura 4.6) la incorporacié de HA substituint part de PMMA ha aportat uns valors de o,
superiors a la formulacié control (HA 0%) i fins i tot superiors a 70 MPa. A més, cal recalcar que
la immersio6 de les provetes, durant 15 dies en la solucié Kokubo'’s a 37°C, no ha provocat una
disminuci6 sobtada de la resisténcia a compressio, ja que fins i tot en aquest cas els valors de
O, son superior a 70 MPa. Aquest fet es deu a la nul-la solubilitat de la HA en el medi, fet que ja

ha estat observat anteriorment mitjancant I'assaig d’absorcié d'aigua.

La microscopia MER de la superficie dels materials a diferents temps d'immersio justifica tot el
ja argumentat: no hi ha una modificacié substancial de la superficie del material ja que no hi ha
pérdua de materia a aquest nivell. Evidentment el PMMA no es soluble en aigua i tal i com ja
s’ha demostrat anteriorment la HA tampoc, al menys al pH assajat a aquest projecte. Tots
aguest resultats permeten acceptar aquest materials com a viables técnicament per aplicacions

al cos a llarg termini.
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Per ltim, i una vegada confirmada la viabilitat técnica dels materials s’ha de determinar la seva
viabilitat biologica. Amb la finalitat d’avaluar la biocompatibilitat dels materials es realitzen
diferents assajos. El primer de tots consisteix en avaluar la citotoxicitat dels mateixos mitjangant
lassaig de MTT. Tal i com s'observa en la (Figura 4.10), només s’obtenen diferencies
significatives respecte al control negatiu TMX per els lixiviats obtinguts després de 24 hores.
Totes les mostres ofereixen un comportament molt semblant al del control negatiu, el que indica

la nul-la toxicitat dels lixiviats procedents d’aquests materials.

Aixi doncs, es pot arribar a la conclusio que els lixiviats obtinguts durant un periode de 7 dies (a
1, 2'i 7 dies), a partir de les mostres de tots els sistemes experimentals estudiats, no resulten

toxics per al cultiu d’osteoblasts utilitzats com a model.

El segon assaig de biocompatibilitat és I'assaig “Alamar Blue”, on els resultats mostren, en
primer lloc, que l'activitat cel-lular dels cultius establerts sobre la totalitat de les formulacions
experimentals és significativament inferior a la obtinguda sobre les mostres del control negatiu
TMX al llarg dels 21 dies que dura I'experiment. Aquest descens en l'activitat cel-lular és d'una
magnitud notable Gnicament en els cultius mantinguts durant 14 i 21 dies sobre les mostres de

la formulacié més rica en hidroxiapatita (HA25%) (Figura 4.11).

Quan els resultats obtinguts per els sistemes portadors de hidroxiapatita (HA) es comparen
amb els obtinguts pel ciment control, destaca en primer lloc que I'evolucié en I'activitat cel-lular

dels cultius estudiats depéen precisament de la proporcio de la HA carregada.

Aixi, el sistema anomenat HA 5% mostra un descens significatiu en I'activitat cel-lular fins el
sete dia respecte al ciment sense carrega, per posteriorment arribar als 14 i 21 dies uns nivells

d’'activitat cel-lular que no difereixen significativament dels medis per el sistema HA 0%.

Pel contrari, per el sistema més ric en HA, HA 25%, s’han mesurat valors d’activitat cel-lular a 1
i 3 dies significativament superiors als medis per el ciment sense carrega, i proxims als
obtinguts per el control TMX; passant a partir del seté dia a mesurar valors significativament

inferiors als obtinguts per la HA 0%.

Per acabar, el sistema anomenat com HA 15% mostra un comportament entremig entre els dos
anteriors (HA 5% i HA 25%), que es caracteritza per la no aparicio de diferencies significatives
respecte al sistema sense carrega HA 0% en les mesures realitzades a 1 i 3 dies. Diferencies
que si que apareixen en les mesures portades a terme al cap de 7, 14 i 21 dies; si bé el
descens en l'activitat cel-lular per aquest Ultim sistema a 14 i 21 dies és d’una magnitud molt

inferior a la observada per el sistema anomenat HA 25%.
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El notable descens en I'activitat cel-lular mostrat en les mesures de tots els ciments que porten
HA a 7 dies cal destacar i sembla no ser el mateix factor en els tres sistemes. Cal esperar que
en la HA 5% podria ser fenomen de descens en l'activitat que s’'arrossega des de el dia de la
sembra (i posteriorment s’'inverteix).En HA 25% suposaria el comencament de l'acusat descens
gue es manifesta en la segona meitat del periode estudiat en aquest assaig. Finalment, el
comportament de la formulacié HA 15% es trobaria enmig del manifestat per la HA 5% i la HA
25%, essent en aquest cas el descens mesurat a 7 dies menys acusat. Tot aquest argument
podria quedar justificat de la seglient manera: Les formulacions HA 15% i HA 25% presenten
una elevada proliferacio cel-lular significativament superior a la mostrada per HA 0% i HA 5%,
argumentant que la presencia de HA indueix la proliferacié cel-lular. Aquesta superior
proliferacié pot condicionar una elevada poblacié de ceél-lules que consumiran més rapidament
els recursos alimentaris del cultiu. Aixi al cap de 14 dies aquest recursos han disminuit més
drasticament que el cas de las formulacions HA 0% i HA 5% i comenca ha desencadenar-se
una mortalitat cel-lular més aguda. Aixo justificaria la mortalitat associada a HA 15% i molt més
acusadament a HA 25%. Evidentment en un entorn cel-lular “in vivo” aquesta mancanca

alimentaria no es donaria i provocaria un increment progressiu de teixit que envolta el implant.

Tal i com es pot observar en les microfotografies de la (Figura 4.13) a la superficie de totes les
formulacions, les cél-lules de osteoblasts estan perfectament adherides, i amb una densitat de
poblacié molt similar a la dels cultius de Termanox® a la (Figura 4.12). A partir de només una
mostra de cada formulacioé no ha estat possible establir diferencies, entre elles, en els valors de

la densitat cel-lular.

El que si es pot arribar a destacar és que sobre la superficie del ciment ossi HA 5% (Figura
4.14) s’ha observat unes “crostes” que podrien ser compatibles amb la formacié de fosfat
tricalcic. En el cas de la mostra de HA 15% (Figura 4.15) i HA 25% (Figura 4.16), no s’ha
localitzat amb claredat aquestes estructures, si més no en el cas de la HA 25% ha aparegut

unes estructures hemisferiques en determinades zones de la mostra analitzada.
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6. CONCLUSIONS
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Una vegada realitzades totes les caracteritzacions dels materials modificats amb HA cal

destacar les segtients conclusions:

» La incorporacié de HA animal, procedent d’os de porc, limita I'exotérmia del procés de
polimeritzaci6/curat del ciment ossi acrilic. Aixo es relaciona amb l'establiment d'una
fase inorganica no soluble en el polimer que s’oposa a la difusi6 daquest calor al
exterior.

» L’estudi mecanic a compressio posa de manifest la millora de resistencia mecanica sota
aguest esfor¢ quan el material incrementa la seva composicié en HA. Aquest efecte pot
estar relacionat amb la molt petita grandaria que presenten les particules de HA, la qual
cau a l'escala nanometrica. Aquesta observacid es comld a un gran nombre de
materials compostos reforcats amb nanoparticules, on petits percentatges de reforg
incrementen les propietats dels materials.

» El caracter ionic de la HA condiciona una major capacitat d’'interaccié amb molécules de
baix pes molecular polars, com és el cas de l'aigua. Aquesta capacitat indueix un
significatiu increment en la polaritat del material final i consequentment una major
capacitat d’'absorcié d'aigua. Malgrat aquest efecte, I'exposici6 a medis aquosos
(simulant les condicions fisioldogiques) no provoca una pérdua significativa de
resisténcia mecanica, fent extremadament viable la incorporacié d'aquest agent
inorganic natural a la formulacié convencional de ciment ossi acrilic.

» L'estudi de biocompatibilitat informa d'una nul-la toxicitat i una elevada capacitat
d’induccié al creixement cel-lular d’'osteoblast a sobre dels materials amb major
contingut en HA i preferentment durant els primers dies d'implantaci6. Posteriorment, i a
causa de l'elevada proliferacié s’interpreta que el cultiu ha consumit els seus recursos
alimentaris i es provoca la mort cel-lular.

» Tenint en compte tots aquests arguments i tots els resultats obtinguts es considera que
no es necessari elevats percentatges de modificacio amb HA, ja que amb un 5-10%
s’aconsegueixen millores mecaniques, nul-la toxicitat i un creixement controlat cel-lular

gue pot induir una major biocompatibilitat implant-teixit huma.
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Tota la inversié que ha sigut necessaria per portar a lloc la investigacio realitzada en aquest

projecte es detalla amb claredat a continuacio.

Per realitzar el projecte es precisa una inversié inicial en maquinaria, agueta inclou tant els
equips grans (ex: FT-IR) com els aparells petits (ex: ordinador), tot equip que consumeix part
d’electricitat i té temps de vida.

Per especificar el temps de vida util, al tenir una diferéncia d’equips tan elevat, s'agafa un
promig de 10 anys. Tenint en compte que un equip gran pot tenir una vida util d’'uns 20 anys

pero un ordinador aproximadament de 7 anys.

En la (Taula 7.1) es representa cada equip quin és el seu valor inicial (V;), el valor final (V) que
li correspon (considerat com un 15% del valor inicial) i 'amortitzacio que li suposa amb una vida
atil (V) de 10 anys.

Taula 7.1. Inversi6 inicial maquinaria.

COST MAQUINARIA
Equip i maquinaria Preu unitat (€) Unitats Rreumaquin  a=Vi(€) | Vf=Vi*15% (£€) Amortitzacio anual =
(Vi-V9) I Vi (€)

Agitador magnétic 300,00 1 300,00 45,00 25,50
Balanca 1000,00 2 2000,00 300,00 170,00
Bany termoestatitzat 350,00 1 350,00 52,50 29,75
Bomba de buit 150,00 1 150,00 22,50 12,75
Camera de fotos 200,00 1 200,00 30,00 17,00
Campana estractora 5000,00 1 5000,00 750,00 425,00
Estufa (37,50 i 100)°C 250,00 3 750,00 112,50 63,75
FT-IR /ATR 42000,00 1 42000,00 6300,00 3570,00
Maguina a compressié 65000,00 1 65000,00 9750,00 5525,00
Nevera (5-10°C) 300,00 1 300,00 45,00 25,50
Ordinador 550,00 1 550,00 82,50 46,75
Pistola aire calent 100,00 1 100,00 15,00 8,50
Peu de rei 85,00 1 85,00 12,75 7,23
Ph-metre (solucié SBF) 250,00 1 250,00 37,50 21,25

TOTAL 117035,00 17555,25 9947,98

En la (Taula 7.2) es mostra I'amortitzacié en hores tenint en compte que diariament I'equip pot
ser utilitzat per altres usuaris (8 hores al dia) o bé equips que necessiten estar en connexié les
24 hores i els 365 dies de I'any (nevera, estufa,...). Tot i aix0, el calcul final es realitza només

amb les hores que ha sigut necessaries la seva utilitzacié per a realitzar el projecte.

També s’especifica en la (Taula 7.2) el interes del capital invertit on el preu del diner és de

(r=1,25%) i el manteniment.
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Taula 7.2. Descripci6é de 'amortitzacio de la inversié per hores.

COST AMORTITZACIO
. Temps | Total amortitzacié Interes capital Manteniment
Equip i maquinaria | ATOr | hores/ d'f;’ 2 hof;/ al Aot 1 s €) =Amort. invertit (€)= | (€)= (V*0,15/
(hores) fixa*Temps d'ls ((Vi+VH)I2)*r temps d'Gs)

Agitador magnétic 12,75 4 240 960 0,03 8 0,21 2,16 5,63
Balanca 85,00 8 240 1920 0,09 180 15,94 7,19 1,67
Bany termoestatitzat 14,88 8 240 1920 0,02 5 0,08 2,52 10,50
Bomba de buit 6,38 7 240 1680 0,01 2 0,02 1,08 11,25
Camera de fotos 8,50 1 365 365 0,05 3 0,14 1,44 10,00
Campana estractora 212,50 4 240 960 0,44 150 66,41 35,94 5,00
Estufa (37,50 i 100)°C 31,88 24 365 | 8760 0,01 160 1,16 1,80 0,70
FT-IR /ATR 1785,00 8 240 1920 1,86 4 7,44 301,88 1575,00
Maquina a compressié 2762,50 8 240 | 1920 2,88 10 28,78 467,19 975,00
Nevera (5-10°C) 12,75 24 365 | 8760 0,00 2160 6,29 2,16 0,02
Ordinador 23,38 8 240 1920 0,02 270 6,57 3,95 0,31
Pistola aire calent 4,25 4 240 960 0,01 4 0,04 0,72 3,75
Peu de rei 3,61 5 240 1200 0,01 9 0,05 0,61 1,42
Ph-metre (soluci6 SBF) 10,63 8 240 1920 0,01 2 0,02 1,80 18,75

4973,99 TOTAL 5,42 2967 133,14 830,41 2618,99

Formules

Primerament cal tenir present que el valor final (Vy) representa el valor minoritari de la maquina
una vegada a transcorregut la seva vida util (Vqq) considerada de 10 anys. El valor final s’ha

considerat com un 15% del valor inicial (V) (Eq. 7.1).
Vi = Vi X 15% Eq. 7.1

Per realitzar el calcul de la amortitzacié total, primer de tot s’ha de realitzar el calcul de la
amortitzacio anual, cal seguir 'equacio (Eq. 7.2).

. L Vi—=V Eq. 7.2
Amortitzaci6é anual = ——

Tot seguit, després de realitzar una inversié en maquinaria es considera una partida de costos
relacionada amb la “no obtencid” dels interessos degut al capital invertit, implantat amb el
numero d’hores de utilitzacié de la maquinaria. Per realitzar aquest calcul, i tenint en compte

que el cost del diner és de (r=1,25%) cal seguir 'equaci6 (Eq. 7.3).

VitV

Interes capital invertit =
P 2 Eq. 7.3
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Tot seguit es mostra una taula (Taula 7.3) amb tot el material utilitzat durant el procés de la

realitzacio de la part experimental tenint en compte les unitats necessaries per aquest proceés.

Taula 7.3. Cost del material utilitzat.

MATERIAL

Material Preu unitat (€) Unitats Preu total (€)
Alicates 65,00 1 65,00
Ampolla plastic 1L (SBF) 15,00 1 15,00
Espatula 20,00 3 60,00
Guants 0,10 300 30,00
Llima 12,00 2 24,00
Martell 25,00 1 25,00
Matras aforat (1L) 30,00 1 30,00
Mosques 2,50 6 15,00

Motlles ciments (tot el conjunt) 20,00 8 160,00
Paper laboratori 12,00 1 12,00
Pera 5,00 1 5,00
Pinces 7,00 1 7,00
Pipeta 20 mL (HCI) 25,00 1 25,00
Pipeta aforada 20 mL (SBF) 35,00 1 35,00
Pot de plastic (f.solida) 0,05 10 0,50
Pot de vidre (f.liquida) 0,55 10 5,50
Recipient de vidre (SBF+provetes) 1,50 50 75,00
Termometre 45,00 1 45,00
Tubs de goma 0,02 15 0,30
Suport ciment (peu) 65,70 1 65,70
Tamis 35,00 1 35,00
Vas de precipitats 100 mL 15,00 2 30,00
Xeringa 2 mL (MMA) 12,00 1 12,00

TOTAL MATERIAL 777,00

A continuacio en la (Taula 7.4) es mostra la matéria primera utilitzada, tots els reactius que han

sigut Utils en tot el periode de la part experimental.
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Taula 7.4. Matéria primera, reactius utilitzats.

MATERIA PRIMERA
Reactius i material Preu unitat (€) Quantitat Preutot al (€)

Acetona (L) 15,00 5 75,00
BPO (g) 195,00 1 195,00
BZN (g) 6250,00 1 6250,00
CacCl, (250 g) 22,00 1 22,00
HA (50 g) 0,00 1 0,00
HCI 37% (L) 22,00 1 22,00
H,O destil-lada (L) 0,30 40 12,00
H,O mili-Q (L) 0,50 10 5,00
MMA (L) 25,00 1 25,00
Metanol (L) 38,80 1 38,80
MgCl,-6H,0 (250 g) 20,00 1 20,00
NaCl (Kg) 0,40 1 0,40
NaHCO; (250 g) 11,50 1 11,50
Na,SO, (250 g) 17,50 1 17,50
KCI (Kg) 30,00 1 30,00
K,HPO, (500 g) 19,50 1 19,50
PEG (300 g) 27,00 1 27,00
PMMA (250 g) 18,00 1 18,00
Tris buffer (200 g) 32,00 1 32,00

TOTAL MATERIA PRIMA 6820,70

Per a realitzar el calcul de la ma d'obra (Taula 7.5), ha sigut necessari la preséncia de dos

tecnics: el Técnic A (correspon a Alba Juan Pérez), i el Técnic D (pertany a la directora Elena

Franco).

Taula 7.5. Representacio del preu total de la ma d’obra.

MA D'OBRA INTERNA
Treballador Preu (€/hora) N° hores Total (€)
Técnic A (assaig al laboratori A.J) 20,00 450 9000,00
Técnic A (redactat A.J) 25,00 580 14500,00
Técnic D (assaig laboratori E.F) 40,00 15 600,00
Técnic D (revisio projecte E.F) 45,00 40 1800,00
TOTAL MA D'OBRA 25900,00

Ha sigut necessari accedir a tecnics externs (Taula 7.6) per tal de realitzar alguns assaigs: el

Tecnic B (correspon a I'assaig de MER), i el Tecnic C (pertany a I'assaig de biocompatibilitat).

Taula 7.6. Representacio del valor dels assaigs externs.

ASSAIG EXTERNS

Treballador Preu (€/assaig) IN° assaig | Total (€)

Técnic B (assaig MER) 150,00 3 450,00

Técnic C (assaig biocompatibilitat) 1200,00 1 1200,00
TOTAL MA D'OBRA 1650,00
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Per acabar, s’obté el valor final del que correspon en el pressupost d’aquest projecte, tot seguit
en la (Taula 7.7) es mostra el valor que pertany en aquesta investigacio.

Taula 7.7. Cost final de la investigaci6.

COST TOTAL
Descripcio Preu final ( €)
Amortitzacio 133,14
Interes capital 830,41
Ma d'obra interna 25900,00
Assaig externs 1650,00
Manteniment 2618,99
Material 777,00
Materies primeres 6820,70

Tot seguit, a la (Figura 7.1) es mostra la distribucié de la inversio respecte el total del cost de tot
el projecte.

Amortitzacio; 0,34%

Interés capital; 2,14%

Material; 2,01%

Manteniment; 6,76%

Assaig externs; 4,26%

Figura 7.1. Distribucio de la inversio respecte el total de costos del projecte.
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8. PLANIFICACIO
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La realitzaci6 de la planificacio del projecte (Figura 8.1) s’ha dut a terme mitjancant el programa

informatic Microsoft Project.
Els técnics emprats han estat:

Técnic A: La laborant que ha realitzat el projecte i la investigacio, és a dir, jo mateixa, Alba Juan

Pérez.

Técnic B: Assaig extern de la biocompatibilitat.

Técnic C: Assaig de microscopia electronica de rastreig (MER).
Tecnic D: Directora del projecte, Elena Franco.

S’ha de tenir present que la jornada laboral de cada tecnic és diferent.
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Figura 8.1. Planificacio del projecte.
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9. INFORMACIO ADDICIONAL
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9.1. PREPARACIO DE CIMENTS OSSIS

Tot seguit s’especifiquen dos exemples per a la formacié d’'un ciment de 3 grams.

> Formacioé d'un ciment relacié (2:1) i concentracié de 0% de HA.

2 g totals 98,5%=1,979g

BPO (1,5%) [EISllet:
HA 0%
relacié (2:1)
0,999 =1,05mL

1g total
(d=0,94g/mL)

FASE
LIQUIDA
BZN (1,0%) | RELEXX0AEY

Figura 9.1. Exemple per la fabricacio6 de la proveta control (HA 0%).

> Formacio d'un ciment relacié (2:1) i concentraci6 de 16,67% de HA.

75%=1,50g
2 g totals

25%=0,50g

HA 25% BPO (1,5%) | FRIZEX ek

relacid (2:1)

1g total

FASE
LIQUIDA

0,99g=1,05mL
(d=0,94g/mL)

=yANREROEZ ] 1% = 0,019

Figura 9.2. Exemple per la fabricaci6 d’'una proveta amb un 25% de HA en la fase solida.
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9.2. ABSORCIO D’AIGUA | PERDUA DE PES

Els valors d’absorcio d’aigua i perdua de pes de les diferents provetes s’ha realitzat seguint les

seglents equacions introduides en una fulla de calcul del Excel com la que es mostra a

continuacio.

% Hpia =

2

W - W3
———x 100

% P, =

W - W3
———x 100

Taula 9.1. Exemple de calcul d’absorci6 i pérdua de pes de la proveta HA 0%.

Absorci6 d'aigua Pérdua de pes
NUm  |WA1 (inicial) | . w2 L W3 (final
Proveta ©) (immersi6) sec) (g) ((w2-w3)/ promig desviacié | ((wl-w3)/ promig | desviacié
@) W3)*100 (%) estandard |  w1)*100 %) | estandard

1.1.1 0,5696 0,5740 0,5686 0,9497 0,1756

1.1.2 0,5817 0,5844 0,5803 0,7065 0,7483 0,1840 0,2407 0,1547 0,0982
1.1.3 0,6287 0,6321 0,6284 0,5888 0,0477

1.2.1 0,6456 0,6522 0,6448 1,1476 0,1239

1.2.2 0,5310 0,5344 0,5308 0,6782 0,7518 0,3646 0,0377 0,0698 0,0472
1.2.3 0,6287 0,6311 0,6284 0,4297 0,0477

131 0,5562 0,5605 0,5549 1,0092 0,2337

1.3.2 0,5669 0,5721 0,5667 0,9529 0,9286 0,0951 0,0353 0,1598 0,1084
1.3.3 0,5231 0,5263 0,5220 0,8238 0,2103

15.1 0,5771 0,6080 0,5748 5,7759 0,3985

1.5.2 0,5430 0,6119 0,5432 12,6473 6,8459 5,3473 -0,0368 0,0992 0,2596
15.3 0,6239 0,6375 0,6243 2,1144 -0,0641

1.7.1 0,5391 0,5514 0,5387 2,3575 0,0742

1.7.2 0,5288 0,5564 0,5288 5,2194 4,1254 1,5454 0,0000 0,0126 0,0564
1.7.3 0,5478 0,5743 0,5480 4,7993 -0,0365

1.10.1 | 05567 0,5673 0,5564 1,9590 0,0539

1102 | 05822 0,5979 0,5840 2,3801 1,9890 0,3770 -0,3092 -0,1800 0,2029
1.10.3 | 05268 0,5369 0,5283 1,6279 -0,2847

1151 | 05739 0,6424 0,5746 11,7995 -0,1220

1.15.2 0,5702 0,5879 0,5710 2,9597 6,7168 4,5665 -0,1403 -0,0990 0,0564
1153 | 05748 0,6060 0,5750 5,3913 -0,0348

1.23.1 | 05602 0,5697 0,5603 1,6777 -0,0179

1232 | 05303 0,5432 0,5305 2,3940 2,7480 1,2845 -0,0377 0,0141 0,0732
1.23.3 | 05110 0,5318 0,5105 41724 0,0978
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9.3. ASSAIG DE COMPRESSIO

Un exemple de I'assaig a compressio es mostra tot seguit amb una proveta en immersié en la
solucié de Kokubo. Per realitzar I'assaig €s necessari previament haver mesurat totes les
provetes una a una per saber l'alcada (mm) i el diametre (mm) de cada proveta. A continuacio
ja es poden assajar les provetes a la maquina d'assajos universals i s'obté els valors de
“Fuerza” en newtons (N) i “Extension” en mil-limetres (mm). A partir d'aquests, es pot calcular el
valor de resistencia a compressié (MPa) i deformacid en (%) mitjancant les seguents
equacions.

o y Forga (N) F F(N) 10°mm?
Resistencia a compressié (MPa) = ~—————=—5=—5 X >
nQ)2mmyz” 1m

Area (mm?) — mr?

D 6 (%) = Extensié (mm) % 100
eformacié (%) = Alcada (mm)

En aquest cas la proveta escollida per explicar el calcul és una proveta que correspon al
material HA 15% submergida en solucié Kokubo amb una al¢cada de 12,64 mm i un diametre de
6,35 mm. S’obté un grafic que dona la resisténcia a compressié en funcio de la deformacio de
cada proveta com el que es mostra a continuacio. El valor que es pren com a maxim és la

resisténcia a compressio maxima.

HA 15% en Kokubo's
110
100 '/
90 /\

/
. /

60

Valor de resisténcia maxima

=)
=]

50

40 /
30

Resistencia a compressié (MPa)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Deformacio (%)

Figura 9.3. Grafic resisténcia a compressié en front deformacio.
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Taula 9.2. Resultats obtinguts per la proveta HA 15% en Kokubo's.

Fuerza | Extension | Deformacio Rce:';t::‘e(::iz Fuerza | Extension | Deformacio Rce:';t::‘e(::iz
N | (mm) | (%) i N | (mm) | (%) i
0 0 0 0 2264 0,576 4,55696 71,489
4,532 0 0 0,1431 2311 0,584 4,62025 72,9731
132,9 0,076 0,60127 4,1965 2357 0,596 4,71519 74,4256
189,2 0,104 0,82278 5,97426 2403 0,608 4,81013 75,8781
289,5 0,136 1,07595 9,14137 2447 0,62 4,90506 77,2675
385,1 0,168 1,32911 12,1601 2490 0,632 5 78,6252
405,4 0,172 1,36076 12,8011 2531 0,64 5,06329 79,9199
445 0,184 1,45570 14,0515 2571 0,652 5,15823 81,1829
484,6 0,196 1,55063 15,3019 2609 0,664 5,25316 82,3828
528,6 0,204 1,61392 16,6913 2628 0,668 5,28481 82,9828
653,3 0,232 1,83544 20,6289 2664 0,68 5,37975 84,1195
704,1 0,244 1,93038 22,2329 2700 0,692 5,47468 85,2563
729,8 0,248 1,96203 23,0445 2735 0,7 5,53797 86,3615
782,7 0,26 2,05696 24,7149 2770 0,712 5,63291 87,4666
835,7 0,272 2,1519 26,3884 2803 0,724 5,72785 88,5087
889,8 0,284 2,24684 28,0967 2835 0,736 5,82278 89,5191
944,8 0,292 2,31013 29,8334 2867 0,748 5,91772 90,5295
999,9 0,304 2,40506 31,5732 2882 0,752 5,94937 91,0032
1139 0,332 2,62658 35,9655 2912 0,764 6,0443 91,9505
1166 0,34 2,68987 36,8181 2940 0,776 6,13924 92,8346
1223 0,348 2,75316 38,6179 2967 0,788 6,23418 93,6872
1279 0,36 2,8481 40,3862 2992 0,796 6,29747 94,4766
1336 0,372 2,94304 42,1861 3016 0,808 6,39241 95,2344
1392 0,384 3,03797 43,9544 3038 0,82 6,48734 95,9291
1448 0,396 3,13291 45,7226 3058 0,832 6,58228 96,5606
1503 0,408 3,22785 47,4593 3067 0,836 6,61392 96,8448
1530 0,412 3,25949 48,3119 3084 0,848 6,70886 97,3816
1584 0,424 3,35443 50,017 3100 0,86 6,8038 97,8869
1637 0,436 3,44937 51,6906 3113 0,872 6,89873 98,2973
1691 0,444 3,51266 53,3957 3125 0,88 6,96203 98,6763
1743 0,456 3,60759 55,0377 3133 0,892 7,05696 98,9289
1795 0,468 3,70253 56,6796 3139 0,904 7,1519 99,1183
1846 0,48 3,79747 58,29 3143 0,912 7,21519 99,2446
1896 0,488 3,86076 59,8689 3145 0,92 7,27848 99,3078
1921 0,496 3,92405 60,6583 3147 0,932 7,37342 99,3709
2070 0,528 4,17722 65,3632 3149 0,94 7,43671 99,4331
2193 0,556 4,39873 69,2471 3149 0,952 7,53165 99,4341
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Fuerza |Extension | Deformacio Rce::'s‘tperr:saiéa Fuerza( | Extension | Deformacio R:::;t;r:;zéa
(N | (mm) | (%) T N | (mm) | (%) T
3143 0,976 7,72152 99,2446 2826 1,424 11,2658 89,2349
3138 0,988 7,81646 99,0868 2825 1,428 11,2975 89,2033
3120 1,016 8,03797 98,5184 2822 1,44 11,3924 89,1086
3110 1,028 8,13291 98,2026 2820 1,452 11,4873 89,0455
3104 1,032 8,16456 98,0132 2817 1,464 11,5823 88,9507
3091 1,044 8,25949 97,6027 2813 1,476 11,6772 88,8244
3078 1,056 8,35443 97,1922 2810 1,488 11,7722 88,7297
3065 1,064 8,41772 96,7817 2806 1,496 11,8354 88,6034
3051 1,076 8,51266 96,3396 2802 1,508 11,9304 88,4771
3044 1,084 8,57595 96,1186 2800 1,512 11,962 88,4139
3030 1,092 8,63924 95,6765 2796 1,524 12,057 88,2876
3016 1,104 8,73418 95,2344 2795 1,536 12,1519 88,256
3004 1,116 8,82911 94,8555 2792 1,548 12,2468 88,1613
2991 1,128 8,92405 94,4450 2790 1,56 12,3418 88,0982
2980 1,14 9,01899 94,0977 2788 1,568 12,4051 88,035
2968 1,148 9,08228 93,7188 2785 1,58 12,5 87,9403
2958 1,16 9,17722 93,4030 2783 1,592 12,5949 87,8771
2948 1,172 9,27215 93,0872 2782 1,6 12,6582 87,8456
2943 1,176 9,3038 92,9294 2779 1,608 12,7215 87,7508
2934 1,188 9,39873 92,6452 2777 1,62 12,8165 87,6877
2925 1,2 9,49367 92,3610 2774 1,632 12,9114 87,5929
2918 1,212 9,58861 92,1399 2772 1,644 13,0063 87,5298
2910 1,224 9,68354 91,8873 2769 1,656 13,1013 87,4351
2902 1,232 9,74684 91,6347 2766 1,668 13,1962 87,3403
2895 1,244 9,84177 91,4137 2764 1,676 13,2595 87,2772
2888 1,256 9,93671 91,1927 2762 1,684 13,3228 87,214
2885 1,264 10,0001 91,0979 2760 1,696 13,4177 87,1509
2878 1,272 10,0633 90,8769 2757 1,704 13,481 87,0561
2872 1,284 10,1582 90,6874 2754 1,716 13,5759 86,9614
2866 1,296 10,2532 90,498 2751 1,728 13,6709 86,8667
2860 1,304 10,3165 90,3085 2748 1,74 13,7658 86,772
2854 1,316 10,4114 90,1191 2745 1,748 13,8291 86,6772
2849 1,328 10,5063 89,9612 2743 1,76 13,9241 86,6141
2845 1,34 10,6013 89,8349 2743 1,768 13,9873 86,6141
2843 1,344 10,6329 89,7717 2742 1,776 14,0506 86,5825
2840 1,356 10,7278 89,677 2742 1,788 14,1456 86,5825
2837 1,368 10,8228 89,5823 2742 1,8 14,2405 86,5825
2834 1,38 10,9177 89,4875 2742 1,812 14,3354 86,5825
2831 1,392 11,0127 89,3928 2744 1,844 14,5886 60
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9.4. PROPIETATS DE CURAT

Per dur a terme el calcul del temps d’enduriment (t.) cal seguir la segiient equacio. A partir de la

temperatura d’enduriment (T,) es pot trobar quin valor li correspon.

(Tmélx - Tamb)

T, = Tamp +
e amb 2

Tot seguit es mostra un exemple del calcul realitzat per saber el temps d’enduriment:
Primerament es localitza el valor maxim de la temperatura en la taula que ens mostra I'equip
“Comfort” (exemple sobre la formulaci6 HA 0%), és a dir T»=73,6°C, tot seguit es realitza el
calcul segons l'equacié anterior agafant com a temperatura ambient els T,n,,=23°C.
Seguidament es calcula el valor que resulta de la temperatura d'enduriment, és a dir,
T.=48,3°C. Aquest valor dins la taula intervé entre dos valors de temps (9,08 i 9,17)min, per tant
s’agafa el promig dels dos valors i s’obté el valor corresponent al temps d’enduriment, t.=9,12

min.

Taula 9.3. Resultats del software “Comfort” de I'assaig de curat sobre la proveta HA 0%.

Temps (min) | T2 motlle[T] masl—:\[‘C] Temps (min) | T2 motlle[C] | T massa[T]
0,00 23 22,7 1,67 22,9 22,9
0,08 23 22,8 1,75 23,2 23,1
0,17 23 22,8 1,83 23,2 23,2
0,25 23 22,8 1,92 23,4 23,3
0,33 23,1 22,8 2,00 23,4 23,4
0,42 23 22,8 2,08 23,4 23,4
0,50 23 22,8 2,17 23,4 23,6
0,58 23 22,8 2,25 23,4 23,7
0,67 23,2 22,7 2,33 23,4 23,7
0,75 23 20,8 2,42 23,5 23,8
0,83 23 20,4 2,50 23,4 23,8
0,92 23 20,8 2,58 23,5 23,9
1,00 23 21,2 2,67 23,4 24
1,08 23 21,6 2,75 23,4 24
1,17 22,9 21,9 2,83 23,5 24,1
1,25 22,9 22,1 2,92 23,4 24,2
1,33 22,8 22,4 3,00 23,4 24,2
1,42 22,8 22,5 3,08 23,5 24,2
1,50 22,9 22,8 3,17 23,3 24,3
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Ta

Temps (min) | T2 motlle[T] massa[C] Temps (min) | T2 motlle[T] | T massa[T]
3,33 23,4 24,5 6,92 26 27,9
3,42 23,3 24,4 7,00 26 28
3,50 23,4 24,5 7,08 26,2 28,2
3,58 23,4 24,6 7,17 26,2 28,4
3,67 23,5 24,6 7,25 26,2 28,6
3,75 23,5 24,8 7,33 26 28,8
3,83 23,5 24,7 7,42 26,2 29
3,92 23,5 24,8 7,50 26,2 29,2
4,00 23,5 24,9 7,58 26,3 29,5
4,08 23,5 25 7,67 26,4 29,9
4,17 23,5 25 7,75 26,5 30,1
4,25 23,5 25,1 7,83 26,6 30,5
4,33 23,4 25,1 7,92 26,6 30,8
4,42 23,5 25,2 8,00 26,6 31,1
4,50 23,5 25,3 8,08 26,6 31,6
4,58 23,5 25,3 8,17 26,5 32,1
4,67 23,4 25,4 8,25 26,5 32,7
4,75 23,4 25,4 8,33 26,4 33,3
4,83 23,4 25,5 8,42 26,6 34
4,92 23,5 25,6 8,50 26,5 34,8
5,00 23,4 25,6 8,58 26,5 35,7
5,08 23,4 25,7 8,67 26,4 36,9
5,17 23,4 25,8 8,75 26,3 38
5,25 23,4 25,9 8,83 26,5 39,6
5,33 23,5 25,9 8,92 26,4 41,3
5,42 23,7 26 9,00 26,3 43,6
5,50 23,8 26 9,08 26,3 46,2
5,58 23,9 26,1 9,17 26,3 49,7
5,67 24,1 26,2 9,25 26,2 54,3
5,75 24,2 26,3 9,33 26,2 59,3
5,83 24,3 26,4 9,42 26,2 65
5,92 24,5 26,5 9,50 26,3 69,8
6,00 24,5 26,6 9,58 26,3 72,7
6,08 24,6 26,6 9,67 26,3 73,6
6,17 24,9 26,8 9,75 26,3 73,4
6,25 25 26,9 9,83 26,3 72,3
6,33 25,1 27 9,92 26,3 71,1
6,42 25,2 27,1 10,00 26,3 69,6
6,50 25,2 271 10,08 26,3 67,9
6,58 25,3 27,3 10,17 26,2 66,1
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Temps (min) | T2 motlle[T] masl-:\[‘(t] Temps (min) | T2 motlle[T] | T massa[T]
10,50 26,3 59,3 11,25 26,2 48
10,58 26,4 57,7 11,33 26,2 47,1
10,67 26,3 56,3 11,42 26,2 46,2
10,75 26,4 54,9 11,50 26,3 45,5
10,83 26,5 53,6 11,58 26,2 44,6
10,92 26,4 52,3 11,67 26,3 44
11,00 26,3 51 11,75 26,3 43,3
11,08 26,3 50 11,83 26,4 42,6
11,17 26,2 49 11,92 26,3 42,1

Taula 9.4. Valors obtinguts de tots els experiments.
FORMULACIO HA 0% HA 5% HA 15% HA 25%
Trax Prova 1 73,6 66,6 71,3 69,0
t.prova 1l 9,1 9,1 6,9 9,0
Trax Prova 2 70,0 69,6 69,2 67,7
t. prova 2 8,4 6,6 8,4 9,7
PROMIG T, (2C) 71,8 68,1 70,3 68,4
Desvest T (2C) 2,5 2,1 1,5 0,9
PROMIG t, (min) 8,7 7,8 7,6 9,3
Desvest t, (min) 0,5 1,7 1,1 0,5

80
70 /A

60

50

0 / AN
© 40
g introduccié de la mostra
© dins del motlle
1= 30
|_ M

AN

10

0

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
temps (min)

Figura 9.4. Grafica de la temperatura de massa en funcié del temps.
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9.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREIG AMB
ANALISIS ELEMENTAL (MER-EDX)

Tot seguit es mostren unes microfotografies de hidroxiapatita, juntament amb el seu espectre

EDX (analisi elemental dels atoms d’interés) i la taula amb els valors obtinguts de maquina.

Spectrum: HA 1

S Element Series unn. C norm. C Atom. C
[wt.%] [wt.%] [at.%]

%1 Carbon K-series 21,52 19,03 30,06
Oxygen K-series 47,44 41, 96 49,75
Sodium K-series 0,32 0,28 0,23

' Magnesium K-series 0,39 0,34 0,27
" Aluminium K-series 0,00 0,00 0,00
Phosphorus K-series 12,37 10,94 6,70
Calcium K-series 31,03 27,45 12,99

cps/eV

Figura 9.5. Mostra de hidroxiapatita 1.
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Spectrum: HA 2

Element Series unn. C norm. C Atom. C
[wt.%] [wt.%] [at.%]
~ Carbon K-series 22,11 21,85 34,84
¥ Oxygen K-series 36,32 35,89 42,96
Y Sodium K-series 0,32 0,31 0,26
3 Magnesium K-series 0,43 0,43 0,34
J;g Aluminium K-series 0,00 0,00 0,00
' Silicon K-series 0,07 0,07 0,05
Phosphorus K-series 12,61 12,46 7,771
Calcium K-series 29,33 28,98 13,85
Total: 101,20 100,00 100,00
HA 2
y cps/eV

Figura 9.6. Mostra de hidroxiapatita 2.
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Spectrum: HA 3

Element Series unn. C norm. C Atom. C

[wt.%] [wt.5%] [at.%]
Carbon K-series 18,16 17,16 28,47
Oxygen K-series 39,82 37,63 46,86
Sodium K-series 0,33 0,31 0,27
Magnesium K-series 0,42 0,40 0,33
Phosphorus K-series 14,11 13,33 8,58

Calcium K-series 32,98 31,16 15,49

Total: 105,82 100,00 100,00

HA 3

cps/eV

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
keV

Figura 9.7. Mostra de hidroxiapatita 3.
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9.6. ESPECTRES INFRARROIG
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Figura 9.8. Espectres FT-IR de la HA i de tots els ciments ossis.
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