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1. RESUMO/RESUMEN/ABSTRACT

1.1.Resumo

Neste Traballo de Fin de Grao estudouse a sintese por via humida de fosfato célcico

bifasico (formado por hidroxiapatita e B-fosfato tricalcico).

Levaronse a cabo tamén as sinteses de dxido de silice mesoporoso e de nanoparticulas
de titanato de bario para a sUa posterior adicion, por separado, ao fosfato calcico
bifasico, coa fin de variar as propiedades do material bioceramico de cara a favorecer a

capacidade de osteoinduccion e a integracion do biomaterial no medio bioldxico.

A caracterizacion dos materiais sintetizados fixose mediante as técnicas de:
espectrometria infravermella por transformada de Fourier (FTIR), difraccion de raios X
de po (DRX), microscopia Optica, microscopia electronica de varrido (SEM),

microscopia electrénica de transmision (TEM) e analise termogravimétrica (TGA).

Como resultado, sintetizouse o BCP coa composicion, estrutura e morfoloxias
desexadas, asi como o SiO2 mesoporoso, as nanoparticulas de BaTiOz e 0s compostos
de BCP-SiO2 e BCP-BaTiOs, tamén coa composicion, estrutura e morfoloxias
desexadas, polo que se espera que sexan aptos para poder incorporarse ao tecido

hioloxico e favorecer a rexeneracion ésea.



1.2.Resumen

En este Trabajo de Fin de Grado se estudio la sintesis por via hiumeda de fosfato célcico

bifasico (formado por hidroxiapatita y B-fosfato tricalcico).

Se llevaron a cabo también las sintesis de ¢xido de silicio mesoporoso y de
nanoparticulas de titanato de bario para su posterior adicion, por separado, al fosfato
calcico bifasico, con el fin de variar las propiedades del material bioceramico de cara a
favorecer la capacidad de osteoinduccién y la integracion del biomaterial en el medio

bioldgico

La caracterizacion de los materiales sintetizados se hizo mediante las técnicas de:
espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos X de
polvo (DRX), microscopia Optica, microscopia electrénica de barrido (SEM),

microscopia electrénica de transmision (TEM) y analisis termogravimétrico (TGA).

Como resultado, se sintetizd el BCP con la composicion, estructura y morfologias
deseadas, asi como el SiO2> mesoporoso, las nanoparticulas de BaTiOs y los compuestos
de BCP-SiO, y BCP-BaTiO3, también con la composicion, estructura y morfologias
deseadas, por lo que se espera que sean aptos para poder incorporarse al tejido biologico

y favorecer la regeneracion ésea.



1.3.Summary

In this Final Grade Project, it was studied the synthesis of biphasic calcium phosphate

(formed by hydroxyapatite and B-tricalcium phosphate) by a wet method.

Additionally, it was synthesized mesoporous silicon dioxide and barium titanate to be
added, separately, to the biphasic calcium phosphate, with the purpose of varying the
properties of the bioceramic material for favour its osteoinducion capacity and the

integration of the biomaterial in the biologic medium.

The characterization of the synthesized materials was carried out by the techniques of:
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), powder X-Ray diffraction (XRD),
optical microscopy, scanning electron microscopy (SEM), transmission electron

spectroscopy (TEM) and thermogravimetric analysis (TGA).

As a result, BCP, mesoporous SiO2, nanoparticles of BaTiOs and the composite
materials of BCP-SiO, and BCP-BaTiOs were synthesized with the suitable
composition, structure and morphology, so it’s expected that they would be suitable to

be incorporated in the biological tissue and to favour the bone regeneration.



2. ABREVIATURAS

BCP — Fosfato Célcico Bifasico

TCP — B-Fosfato Tricalcico

HA — Hidroxiapatita

PEG — Polietilenglicol

PVP - Polivinilpirrolidona

OPr- Isopropoxido

acac— Acetilacetonato

DCPD - Fosfato Dicélcico Dihidratado

CDHA — HA deficiente en calcio

TEOS - Tetraetil Ortosilicato

CTAB - Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio
FTIR — Espectroscopia Infravermella con Transformada de Fourier
ATR - Reflectancia Total Atenuada

SEM — Microscopia Electrénica de Varrido
TEM — Microscopia Electronica de Transmision
TGA — Analise Termogravimétrica

DRX — Difraccién de Raios X



3. INTRODUCION

Neste Traballo de Fin de Grao estudarase a sintese dun biomaterial cerdmico, en
concreto o fosfato célcico bifasico (BCP), que terd un uso terapéutico na rexeneracion
Osea. Trataranse de optimizar as caracteristicas relacionadas con esta actividade
bioloxica de forma que a rexeneracion dsea sexa o mais favorable posible. Con este
obxectivo, preparanse materiais compostos de BCP e SiO, ou BaTiOs. Estes dous
compostos seran utilizados coa fin de mellorar a capacidade de osteoinduccién do BCP.
A eleccion destes dous compostos cerdmicos, SiO2 e BaTiOz, vén dada primeiramente
por seren materiais con propiedades piezoeléctricas, xa que as biocerdmicas naturais
presentan un compofiente, o coladxeno, que presenta dita propiedade. Ademais, estudos
recentes indican que esta propiedade favorece proliferacion das células dGseas na

superficie da bioceramica.

A continuacion, farase unha breve introducion ao que son 0s biomateriais,
especialmente as biocerdmicas, e falarase tamén neste apartado da piezoelectricidade e

dos compostos que a presentan.

3.1.Biomateriais

Actualmente existen moitas definicions do que é un biomaterial. Para este traballo
tomaremos a dada por M. Vallet Regi no seu libro Biomateriales. Como biomaterial
definese aquel material que se pode implantar nun organismo vivo, cunha orixe que
pode ser tanto natural coma artificial. O seu uso pode ser diverso, dende a reparacién de

tecido danado, ata a rexeneracion dun tecido ou incluso a sta substitucidn. *

A aparicion dos biomateriais na historia supuxo un avance cientifico moi importante. O
seu obxectivo principal é a mellora da calidade de vida das persoas e aumentar a sta
esperanza de vida. Esta lonxevidade xera un gran aumento na demanda de biomateriais,
0 que implica que seran necesarios cada vez mais dispositivos biomédicos fabricados

con biomateriais.

Na actualidade, mais de cincuenta millons de persoas tefien implantada algun tipo de

protese, dato que informa do presente que estd na sociedade a industria dos



biomateriais. E por isto que acabou xurdindo na comunidade cientifica a disciplina
cientifico-tecnoldxica da Ciencia dos Biomateriais.

Ainda que a disciplina se cofieza con este nome de maneira recente, 0 uso de
biomateriais € moito mais anterior, e para chegar aos primeiros biomateriais hai que ir

ata fai miles de anos antes da actualidade.

Fai uns anos, en Washington (EEUU), atoparonse os restos dun ser humano cofiecido
coma O Home de Kennewick’’, datados en fai nove mil anos. Foi descrito coma unha
persoa alta, saudable e activa, e que era capaz de vivir cunha punta de frecha incrustada

na sla cadeira. Este implante non desexado amosa a capacidade do corpo humano para

relacionarse con materiais estrafios.

Fai dous mil anos, os fenicios, exipcios, etruscos,
chinos e aztecas xa utilizaban o ouro en cirurxia

dental, véxase Figura 1.

Os implantes e dispositivos medicos mais

empregados na historia foron os ollos de vidro e

os dentes de madeira.

No século XIX comezaron a facerse estudos sobre a compatibilidade con diversos
materiais (prata, ouro, platino, chumbo, aceiro) e é onde xorden as primeiras practicas

do que seria a cirurxia moderna.

Xa no século XX comeza a traballarse con aceiros inoxidables, asi coma diversas
aliaxes, entre elas as de base de cobalto en ortopedia, que se converterian nas mais
populares en dito campo. Naceron tamén neste século os primeiros implantes de vidro
que acabarianse convertendo, tras varias melloras do biomaterial, nos utilizados nas

operacions de cataratas.

No mundo actual as aplicacions de biomateriais estan presentes en gran cantidade de
campos dentro da medicina, dende tratamento de 6sos ata o de distintos drganos do

sistema cardiovascular, sistema nervioso, etc. 2



No seguinte cadro podense ver varios exemplos de biomateriais empregados en distintas

areas:
Aplicacion Material empregado mais frecuente
Sistema 0seo
Substitucion de articulacions Aliaxes de titanio, aceiro inoxidable, polietileno
Placas para fixacion de fracturas | Aceiro inoxidable, aliaxes cobalto-cromo
Cemento para 0s0s Polimetilmetacrilato
Reparacion de defectos 6seos Hidroxiapatita

Ligamentos e tenddns artificiais | Teflén, Macron
Implantes dentais Titanio, alimina, fosfato célcico

Sistema cardiovascular

Proteses vasculares Dacron, Teflon, poliretano

Valvulas de corazén Tecido reprocesado, aceiro inoxidable, Dacrén
Catéter Goma de silicona, Teflon, poliuretano
Organos

Corazon artificial Poliuretano

Placas de reparacion de pel Materiais de silicona-colaxeno

Ril artificial (hemodialise) Celulosa, poliacrilonitrilo
Respiradores artificiais Goma de silicona

Sentidos

Lentes intraoculares Polimetilmetacrilato, goma de silicona
Lentes de contacto Silicona-acrilato, hidroxeles

Unha vez se ten falado da historia dos biomateriais, pasaranse a analizar os tipos e

propiedades dos biomateriais.

A consideracion do sitio anatdomico onde se vai localizar un implante fai xurdir unha
serie de desafios a hora de desenrolar un material, xa que segundo o lugar e a funcién do

dispositivo, habera uns requisitos ou outros.

En canto as propiedades mecénicas, dependeran do tipo de dispositivo a facer. Unha
protese dun 6so debe ser forte e rixida; sen embargo se hai que substituir un tendén, o
biomaterial debe ser forte e flexible; unha valvula de corazon debe ser flexible e

duradeira no mesmo tempo.



A durabilidade do material tamén pode ser moi variable. Un catéter s6 debe durar 3
dias, unha placa de fixacion de 6sos debe ser funcional ao menos durante 6 meses; unha
valvula de corazdn debe poder flexionar 80 veces por minuto sen romper, toda a vida do

paciente.

As propiedades relacionadas co volume tamén son moi variables. Unha membrana de
diélise debe ter unha permeabilidade especifica. Unha copa acetabular da articulacion de

cadeira debe ter lubricidade.

Todo isto leva a que para a construcién dun biomaterial hai que ter en conta tddolos

factores quimicos, fisicos e mecanicos aos que se vera sometido na sta utilizacion.

Segundo a variacion das propiedades dependendo da composicion dos biomateriais,

estes poden organizarse en varios tipos pola sua natureza:

- Metélicos: titanio e aliaxes, aceiro inoxidable...

- Poliméricos: polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PCL)

- Ceramicos: hidroxiapatita, vidros bioactivos...

- Materiais compostos "composites": empastes (ceramica-polimero), cementos

reforzados... 2

Xa que o presente Traballo de Fin de Grao esta baseado na sintese dun biomaterial

cerdmico, a introducién centrarase neste grupo de biomateriais.

3.2.Biomateriais ceramicos

Os biomateriais ceramicos estan constituidos por compostos inorganicos que contefien
elementos metélicos e non metalicos, unidos por enlaces idnicos ou covalentes,

formados xeralmente a altas temperaturas.

Un dos subgrupos das ceramicas, e co que traballaremos neste traballo, son as ceramicas
porosas, utilizadas na rexeneracion ésea. Unha das vantaxes que presentan é a
combinacion de que sexan inertes xunto coa sUa estabilidade mecanica que desenrola

cando as células crecen por en medio dos poros.

As ceramicas resultan moi utiles coma biomateriais debido &s vantaxes que presentan:



- Son inertes no medio fisiol6xico.
- Son moi resistentes ao desgaste.

- Tefien moita resistencia & compresion.

As bioceramicas utilizanse hoxe en dia na rexeneracion do tecido 6seo, ainda que a sta
aplicacion esta centrada mais ben en dispositivos que non tefian que soportar grandes
cargas, como é o caso de recheos 6seos en cirurxia bucal e ortopédica.

Anque as ceramicas non sofren corrosion, si presentan certa solubilidade ao expofierse a

solucién salina do medio biolodxico.

Xa que os biomateriais cerdmicos son utilizados principalmente na rexeneracién 6sea, 0
éxito de esta aplicacion depende directamente de xerar unha boa conexion entre a
ceramica e o tecido conectivo. Para que a ceramica sexa aceptada de forma que a

rexeneracion sexa favorable, débense cumprir dous feitos principais:

- Que o material non sexa tdxico para que o tecido circundante non morra.
- Que sexa bioléxicamente activo. De non selo, formarase un recubrimento fibroso ao

redor del.

Dentro das bioceramicas mas utilizadas na rexeneracion de tecido 0seo estan a
hidroxiapatita (HA) e o B-fosfato tricélcico (TCP), xa que liberan os i6ns de calcio e
fosfato que requiren as celas rexeneradoras de 6so. Un medio rico en ditos ions
favorecera a rexeneracién do 6so. Nesta investigacion estudarase a sintese dun
composto formado por ambos compostos, no que estean presentes as duas fases, o

fosfato calcico bifasico (BCP). 3

3.2.1. Fosfato calcico bifasico (BCP)

O fosfato célcico bifasico é a ceramica mais adoitada para a rexeneracion Osea. Esta
composta por hidroxiapatita (HA) e o B-fosfato tricalcico (TCP). As velocidades de
solubilidade do TCP son maiores no organismo que as da HA, por iso a HA servira mais
ben coma soporte mecénico duradeiro e o TCP coma liberador de ions. Tratarase de
sintetizar un BCP que tefia poros a nivel da orde de 100nm e, por outro lado, que tefia
tamén macro poros, da orde de 500um, de forma que tefia unha porosidade similar a dun

0so0 natural.



1. Hidroxiapatita:

A hidroxiapatita € un fosfato calcico con férmula Caio(PO4)s(OH). (dlas unidades
formula por cela unidade), cunha relacion Ca/P de 1.67. Atopase de forma natural en

0s0s e dentes. 4 °

De forma natural, a HA é deficiente en calcio (Ca/P < 1.67) e presenta outros ions
substituindo ao calcio na estrutura, que poden ser magnesio, sodio, potasio, estroncio ou

zinc. O i6n fosfato pode estar tamén substituido por carbonato, sulfato, etc..

As HA sintéticas, obtidas a partir de fosfatos dicalcicos e tricalcicos participan no corpo
coma estrutura interna e son bioloxicamente equivalentes as naturais, dado que induce a

mesma resposta celular.

Fosfér
1A HA presenta una estructura

Huidroxibo

cakic(y | hexagonal, con el grupo espacial

Calcia (1) P63/m, véxase Figura 2.8

Cxigeno

A HA ten unha solubilidade baixa en fluidos biol6xicos, de ai a sua boa funcionalidade
estrutural. A HA é un material moi resistente, ten un médulo de Young de entre 80 e

110 GPa, ademais dunha elevada resistencia & compresién de entre 400 e 900 GPa.
2. PB-Fosfato tricalcico (TCP):

O TCP é un fosfato calcico de formula Cas(POa4). e uha relacién Ca/P de 1.50.*°
O TCP pode presentar tres estructuras (polimorfos) dependendo da temperatura:

- B-TCP, estable ata 1120-1170°C.
- 0o-TCP, ao sobrepasar oas 1120-1170°C.

- Super a-TCP, que s6 é estable ao superar os 1430°C. 4°

10



Debido & sUa estabilidade quimica, resistencia mecanica e alta taxa de reabsorcion, o
polimorfo utilizado coma biocerdmica é o B-TCP. O feito de que o TCP sexa mais
soluble que a HA nos fluido bioloxicos fai que a sia combinacién coa apatita favoreza
moito a rexeneracion 0sea, xa que a HA aporta o andamiaxe do biomaterial e 0 TCP

libera i6ns ao medio para crear un ambiente idéneo para a rexeneracion do 6so. °

A estrutura do TCP é romboédrica, cun grupo espacial R3c e cuns pardmetros de cela
unidade de a=10.439 A e ¢=37.375 A, presentando 21 unidades férmula por cada celua

unidade hexagonal. °
3. Fosfato calcico bifésico (BCP):

Dadas as distintas propiedades do TCP e da HA, a combinacion de &mbolos dous nun
composto bifasico forma o composto ideal para utilizar no campo da rexeneracion 6sea.
Isto débese a que a HA aporta a estrutura do biomaterial e o TCP libera ao medio os

ions que fan propicia a rexeneracion dsea.

A sintese por via himida do BCP é a mais habitual para obter o composto, xa que
permite un bo control das caracteristicas microestruturales (tamafio de particula, tamafio
de poro, etc.). Pero 0 mais importante é que mediante esta sintese, as duas fases de HA e

TCP quedan mezcladas de forma homoxénea.

No proceso de sintese partese dun precursor, HA deficiente en calcio (DCPD), cunha
Ca/P < 1.67. Tras producirse a reaccion por via himida, o producto tratase

térmicamente e parte da cerdmica obtida convértese en HA e outra parte en TCP, véxase

Figura 3.
CDHAA DHAZ CDHAY CDHA HA TCP
CDHAS CDHA“CDHASCDHACIPHA
[|]-F| A CDHATDHA, AU DHAZ| CPH|A rcp HA

CIPHA
CDHA| CDHA

DHA | CDHA | CIBHACID A
iC ce HA HA
(CIDH

=

(] IJI COH A TS ZI DA CIE TCP
F

=

CDHA| CDHA| CDHA | CDHA |CDHAGDIA
CIMA (DHA HA
CDHA| CDHA|CDHA | COHA (CIMR
TR A HA e TCP

([?‘.‘.
CDHA | CDHA| CDHA | CDHA [CIDR?

Ca-10-x(PO4)s-x(HPO4)x(OH)2x = (1-X)Ca10(PO4)s(OH)2 + 3xCaz(PO4)2 + XH20
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3.3. Unidn da bioceramica ao medio bioléxico

A union do biomaterial ceramico ao medio bioloxico dependera de diversos factores que
abarcan dende a biocompatibilidade, toxicidade ou degradacion do biomaterial ata outro
tipo de propiedades da bioceramica. A compatibilidade biol6xica, asi coma a toxicidade
do BCP cofiécense e sabese que é un material biocompatible que non resulta toxico para
0 organismo. Neste apartado comentarase unha das propiedades que pode afectar &

unién do biomaterial ao entorno bioldxico, a piezoelectricidade.

3.3.1. Piezoelectricidade

A piezoelectricidade é unha propiedade que presentan certos materiais. O efecto
piezoeléctrico describe a relacion entre unha tension mecénica e unha voltaxe eléctrica
en sélidos. E a capacidade de certos materiais para producir unha carga eléctrica en
resposta a un esforzo mecanico aplicado, véxase Figura 4 (representacion do efecto

piezoeléctrico)

Piezoceramica g
‘\ % »

N T

1

!

1

|

1 -
|

| ”

14 ”

[ X O —— v,

Fuente eléctrica

)
A

\
\

Voltaje nulo Voltaje

A piezoelectricidade foi descuberta en 1880 por Jacques e Pierre Curie. Descubriron
que cando se aplicaba unha tension a certos cristais como a turmalina, o cuarzo, o
topacio e a sal Rochelle, xerdbase unha carga eléctrica, e a sGa voltaxe era proporcional

a tension aplicada. !

Alguns materiais bioloxicos tefien unha orientacion polar uniaxial dos dipolos na sua
estrutura molecular e poden ser considerados coma bioeléctricos. Ditos materiais poden
ser piezoeléctricos. Un exemplo destes materiais € o colaxeno. O colaxeno goberna as
propiedades biomecéanicas e a integridade funcional dos 0sos. A piezoelectricidade do

colaxeno 6seo e sua influencia na fisioloxia e funcionalidade do 6so foi altamente
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estudada. Sen embargo, o proceso de mineralizacion foi atribuido fundamentalmente &
actividade dos osteoblastos (rexeneradores de 0s0), os cales son atraidos electricamente

polos dipolos xerados polo efecto piezoeléctrico.

Dados estes feitos de mellora da actividade dos osteoblastos ao seren atraidos polo
efecto piezoeléctrico, neste presente traballo estudarase a adicion de materiais cunha
relativamente alta piezoelectricidade & rede de BCP que se vai sintetizar. Estudaranse,
por separado, as sinteses de Oxido de silice (SiO2) mesoporoso e de nanoparticulas de

titanato de bario (BaTiOz) e a stia adicion, tamén por separado, a unha rede de BCP.

3.3.2. Colaxeno

Os 6sos naturais estdn formados por unha parte cerdmica composta por HA natural,
depositada sobre unha matriz extracelular composta nun 90% de coléxeno.

O colaxeno ¢ a proteina extracelular mais abundante en animais e existen ata 21 tipos
diferentes. O colaxeno tipo 1 é o que se atopa en 4sos e tenddns e ten unha estrutura de
triple hélice (procolaxeno) dextroxira de lonxitude aproximada a 300 nm e un diametro
de aprox 1.5 nm, véxase Figura 5.

? Sintesis de las
cadenas de
procoligeno

Formacion de la
triple hélice

Membrana celular

Wﬁ'f‘ Convesion de

v € procoligeno a
8 AUOOOTNRY il tropoceligens
T W B
Formacién de é‘:ﬂ L e
la fibrilla y los wmm:fi“:umg AR ARRULHE 0
enirecruzamientos oeERsY & . Y
. ALOCRSRECIRY. AU AR

s ¢ Fibrila _—"

A alta organizacion fibrilar do colaxeno proporcidnalle un momento dipolar permanente
(unha polaridade diferente en cada extremo) e ten a capacidade de orientar as cargas

baixo unha deformacién mecanica, o que se cofiece coma piezoelectricidade. Este
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fendmeno fomenta a interaccion idnica da fase inorganica coa orgénica. Esta separacion
permanente das cargas na molécula de coldxeno permitelle interactuar
electrostaticamente con ions do fluido extracelular (calcio, fosfato) e nuclear cristais de

HA nos 6sos, outorgando resistencia mecanica. 3

3.3.3. Oxido de silice (SiO2)

O O6xido de silice é un material ceramico de férmula SiO2 que pode ser cristalino ou
amorfo. A temperatura e presion ambiental a forma existente do SiO2 ¢ a do o cuarzo,

que ten estrutura trigonal, véxase Figura 6.

Cuarzo S5i0O2

Como o material a sintetizar vai ser unha bioceramica porosa que simule a porosidade
dun 6so natural, interesa que a porosidade sexa alta. E por isto que estudarase a sintese
de 6xido de silice mesoporoso. E tamén un material moi duro, o que encaixa dentro das
propiedades desexadas do biomaterial a sintetizar, xa que aportara consistencia & rede.
Como é un material cunha alta piezoelectricidade, espérase que esta propiedade sexa

favorecedora da rexeneracion 6sea.

O dioxido de silicio mesoporoso, cofiecido tamén como Mobil Composition of Matter
N°. 41 (MCM-41), foi descuberto en 1992 e dende entdn fixéronse multitude de estudos

sobre el, chegando & sua aplicacion da medicina. O tamafio de poro é de entre 2 e 50
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nm. Blscase que o tamafio de poro sexa de tan pequeno tamafio para que a liberacion
dos ions Ca®* e PO4> sexa modulada.

Ademais, na superficie do SiO, mesoporoso formase unha capa de grupos silanol
(SiOH), que reaccionan con fluidos corporais xerando unha capa de hidroxicarbonato
apatita, formada por cristais nanométricos, o cal facilita a union ao 6so natural. Este

fendmeno cofiécese coma comportamento bioactivo das nanoparticulas.

Para a sintese do Oxido de silice mesoporoso séguese 0 método sol-xel, cun sulfatante

que aporte a morfoloxia porosa desexada (nanoparticulas de SiO5). 14

Faise reaccionar TEOS (tetrametilortosilicato) en medio acuoso con amoniaco e
engadese CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) coma sulfatante. 1

3.3.4. Titanato de bario (BaTiO3)

O titanato de bario BaTiOs é un material cerdmico con estrutura tipo perovskita, (véxase

Figura 7).

O @
02 Ba2+ Ti4*
(a) (b)

Figura 7 Estrutura cristalina do titanato de bario

Ao igual que o Oxido de silice, o titanato de bario € un material cunha alta
piezoelectricidade e, ademais, presenta unha alta dureza que axudard a dar mais

consistencia a bioceramica a sintetizar.
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Para introducir o titanato de bario na rede do BCP, sintetizaranse nanoparticulas de
titanato. Para facelo, seguirase unha via non acuosa, mediante un proceso sinxelo nun
unico recipiente. O método consiste na disolucion de acetilacetato de bario en alcohol

bencilico e o posterior tratamento térmico da disolucion resultante. 8
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4. OBXECTIVOS

O obxectivo principal deste traballo de fin de grao é a preparacion dun material
bioceramico, en concreto o fosfato célcico bifasico (BCP), onde se melloraron as suas
propiedades de osteoinduccion, mediante unha morfoloxia porosa e a adicion de

materiais piezoeléctricos nanoestruturados.
Na realizacion deste obxectivo realizaronse as seguintes tarefas:

- Busca bibliografica sobre biomateriais ceramicos (morfoloxia, estrutura,

propiedades, aplicacions, sintese), en especial sobre o BCP, 0 SiO e 0 BaTiO:s.

- Busca bibliogréfica sobre materiais piezoeléctricos e sua integracion con tecido

bioloxico.

- Sintese, por via himida de BCP partindo de HA deficiente en Ca.

- Sintese de SiO> mesoporoso, cofiecido como MCM-41, polo método sol-xel cun

"surfactante".

- Sintese de nanoparticulas de BaTiOz por unha ruta libre de haloxenuros.

- Preparacion de materiais compostos de BCP/SiO; e BCP/BaTiO:s.

- Conformado dos materias bioceramicos BCP, BCP/SiO, e BCP/BaTiO3 morfoloxia

porosa empregando como "andamiaxe" ou "scaffold" diferentes polimeros.

- Caracterizacion morfoloxica e estrutural de toédolos materiais polas técnicas de
espectrometria infravermella por transformada de Fourier (FTIR), difraccion de
raios X de po (DRX) e microscopia electronica de varrido (SEM) e transmision

(TEM) e analise termogravimétrica
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5.PARTE EXPERIMENTAL

Neste apartado explicarase a preparacion dos diferentes materiais deste traballo,
comezando coas sinteses de SiO, mesoporoso e de nanoparticulas de BaTiOs e
seguidamente a sintese de BCP puro e materiais compostos de BCP nos que se

incorporardn os compostos sintetizados anteriormente.

5.1. Sintese de SiO2 mesoporoso

Realizouse a sintese de oxido de silice (SiO2) mesoporoso tipo MCM-41 mediante o
método descrito por Cai et al e colaboradores. A sintese consiste nun método sol-xel
cun "surfactante” ou tensoactivo que forma micelas no medio de reaccidn e estas actlian
como "andamiaxe™ para acadar a morfoloxia porosa desexada (nanoparticulas de SiO>

mMesoporoso).

5.1.1. Reaccidns xerais

A reaccion que se produce € a do tetraetil ortosilicato (TEOS) con auga para dar o SiO>

cofiecese como reaccion ou proceso de Stober. 17
Si(OC2Hs)s + 4H20 > Si(OH)4 + 4C2Hs0H

Si(OH)s = (en presencia de NHz) SiO2 + 2H>0

5.1.2. Reactivos

- Tetraetil ortosilicato (TEOS) ACROS ORGANICS (98%)
- Amoniaco (NHs) Panreac (30%)
- Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) Sigma-Aldrich (98%)

Composto | V(mL) | m(mg)
H20 150
NH3 70

TEOS 0.7396
CTAB 3.5
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5.1.3. Material e montaxe

- Matraz de fondo redondo (250mL)

- Placa calefactora IKA RTC Basic con sonda
- Pinzas e noz

- Soporte

- Barra axitadora

- Vidro de reloxo

- Micropipeta (5000uL)

- Probeta (100mL)

- Tubos de silicona

- Material filtracion a baleiro

Montaxe (véxase Figura 8):

Figura 8 Montaxe da sintese de SiO, mesoporoso

5.1.4. Procedemento experimental

Nun matraz de fondo redondo de 250 mL vértense 70 mL de NH3z (30%) e 150 mL de
auga destilada. Axitase a 450 rpm e quéntase a 80°C. Nestas condicions de temperatura
e axitacién engadense 0.7396 g de CTAB (98%), que actuara coma surfactante. Unha
vez disolto o CTAB engédense, gota a gota, 3.5mL de TEOS. Déixase reaccionar 2
horas.
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Unha vez frio, filtrase a baleiro e lavase varias veces con auga. Sécase o precipitado a
110°C 24 horas e logo calcinase 4 horas a 510°C.

Obtense finalmente o produto final, o SiO2 mesoporoso, un sélido branco. Na Figura 9

recéllese un resumo do proceso de preparacion do MCM-41.

5.2. Sintese de nanoparticulas de BaTiO3

Prepararonse nanoparticulas de BaTiOz modificando o método descrito por
Niederberger e colaboradores o cal segue unha sintese mediante unha via non acuosa,
cun proceso sinxelo dun sé paso.l” Neste método é necesario realizar a sintese cunha
caixa seca, 0 non dispofier dunha, fixose unha modificacion do método de sintese e
neste caso 0 proceso consta de duas etapas: preparacion dun material precursor
mediante sintese solvotermal e posterior descomposicion do percusor para obter o

produto desexado.

5.2.1. Reactivos

- Isopropdxido de titanio Fluka (99.9%)
- Acetilacetonato de bario dihidratado Sigma-Aldrich (99.9%)
- Alcohol bencilico Panreac (99.8%)

Composto V(mL) | m(mg) | N(mmol)
Acetilacetonato de Bario dihidratado 335.56 1
Ti(OPr)4 0.295 | 284.2 1
Alcohol bencilico 7.5
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5.2.2. Material e montaxe

- Autoclave

- Bomba de teflon (25 mL)

- Centrifugadora Hettich Rotina 35
- Forno

- Material de filtrado a baleiro

- Micropipeta (5000 pL)

5.2.3. Procedemento experimental

Na bomba de teflén do autoclave vértense 7.5 mL de alcohol bencilico. Seguidamente
engéadense 335.6 mg de acetilacetonato de bario. Engadense 0.295 mL de isopropoxido
de titanio. Introdicese a mestura no autoclave, péchase e introdicese no forno a 200°C

durante 48 horas.

Tralo tratamento térmico abrese o autoclave e lévase o contido a 2 tubos de
centrifugadora, engadindo etanol ata medio tubo. Centrifugase durante 10 minutos a

5000 rpm, eliminase o liquido e déixase secar a temperatura ambiente o sélido.

Finalmente lévase a cabo un tratamento térmico a 600°C durante 24 horas para eliminar

os carbonatos presentes, quedando finalmente un sélido branco.

5.3. Sintese do BCP

A preparacion do BCP realizouse mediante un método de via humida descrito por
Dorozkin e colaboradores.'® Este método consta de dlas etapas: unha primeira na que se
obtén unha HA deficiente en Ca (CDHA) e unha segunda etapa na cal se calcina o

precursor para obter BCP.

5.3.1. Sintese do precursor CDHA

Nesta primeira etapa realizouse a preparacion do CDHA mediante unha via humida
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5.3.1.1. Reaccions xerais

A formacion de CDHA ¢ a primeira etapa do método. A reaccion que se produce é a

seguinte:

19CaHPO4-2H20 + 21KOH - Cag5(HPO4)0.5(PO4)s55(0OH)15 + 7K3PO4 + 56H20

Preténdese obter un BCP cunha proporcion de

quede a proporcion desexada.

5.3.1.2. Reactivos

- Fosfato dicélcido dihidratado (DCPD) Sigma-Aldrich (98-102.5%)

HA:TCP de 1:1, polo que débense

controlar as cantidades de DCPD e KOH engadidas, de forma que na segunda etapa

- Hidroxido potasico (KOH) Vorquimica S.L. (85.2%)

Composto | m(mg) | n(mmol)
DCPD 10 55.86
KOH 3.605 64.26

5.3.1.3. Material e montaxe

- Frasco lavador de gases

- Matraz de fondo redondo (250mL) de 2 bocas
- Barra axitadora magnética

- Soporte de aluminio para matraz

- Placa calefactora IKA RTC Basic con sonda
- Burbuxeador

- Horno Mufla Lenton LTF 15/50/80

- Crisol

- Refrixerante Liebig

- Tubos de silicona

- Tubos de centrifugadora

- Centrifugadora Hettich Rotina 35

- Tapons, roscas e pinzas
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- Balanza analitica IKA RCT Safety Control
- Vidrio de reloxo

- Espatula

- Morteiro de agata

- Prensa Specac

Montaxe (véxase Figura 10):

Fiaura 10 Montaxe da sintese de BCP

5.3.1.4. Procedemento experimental

Partese de 10 g de DCPD (experimentalmente pesaronse 10.003+/-0.001 g), que se
pesaran en balanza analitica. Engadense a un matraz de 250 mL de fondo redondo, con
100 mL de auga destilada e cunha barra axitadora. Realizase a montaxe da Figura 12 e

faise circular unha corrente de N2 durante 15 minutos con axitacion.

Seguidamente pésase a cantidade estequiométrica de KOH (segundo a reaccion da etapa
1 do apartado 5.1.1), que se corresponde con 3,605 g (experimentalmente pesaronse
3.607 +/- 0.001g) para 10 g de DCPD. Engadese & disolucion a cantidade de KOH.
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Cérrase o sistema e conéctase a calefaccion a 115°C. Déixase a refluxo 4 horas con
axitacion constante a 300 rpm e corrente de No.

Tras 4 horas de refluxo retirase a calefaccion e déixase arrefriar a temperatura ambiente.

Unha vez arrefriada a disolucién, lévase a dous tubos de centrifuga, tdpanse con
parafilm e centrifigase a 5000 rpm durante 3 minutos. Retirase o sobrenadante e lavase
con auga destilada. Logo do lavado, tapanse de novo e introdlcense en bafio de
ultrasons con axitacion manual. Seguidamente repitese o ciclo de centrifugacion, lavado
e redisolucién ata que o pH (medido con papel indicador) sexa neutro, o que supon 8

ciclos. O seguinte paso é filtrar a baleiro e deixar a secar o sélido 12 horas a 80°C.

Finaliza asi a primeira etapa, obténdose coma produto 5.324 g de HA deficiente en
calcio (CDHA).

5.3.2. Sintese de BCP a partir de CDHA

Nesta segunda etapa do método producese a descomposicion térmica de CDHA para dar
lugar ao BCP. Neste paso o CDHA introddcese na mufla coa seguinte secuencia de

temperaturas:

7°C/min ata 600°C, 1 hora a 600°C, 7°C/min ata 1050°C, 4 horas a 1050°C e finalmente

apagase e déixase arrefriar a temperatura ambiente.

5.3.2.1. Reaccidns xerais

Nesta etapa Iévase a cabo a descomposicion térmica do precursor:

2Cag5(HPO4)05(P0O4)55(0OH)15 = Ca10(PO4)s(OH)2 + 3pCasz(PO4)2 + H20
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5.4. Conformado poroso dos materiais

Realizaronse tres sinteses principais, a do BCP xunto cun polimero poroso (espuma de
estropallo) con funcidn estrutural e un polimero ligante; a do BCP xunto cos mesmos
polimeros e SiO2 mesoporoso; e 0 mesmo pero con nanoparticulas de BaTiOsz en lugar
de SiO.. O procedemento experimental € o mesmo coa diferencia de engadir SiOp,

BaTiOs 0 non engadilos.

5.4.1. Conformado poroso do BCP

Para a preparacion de BCP cos poros desexados para aplicacions na rexeneracion de
tecido dseo, utilizouse coma base estrutural un polimero poroso extraido da parte
esponxosa dun estropallo (véxase Figura 11). Partese de 0.1 g de CDHA sintetizada
previamente que se dispersa en 1 mL de EtOH e engadese 0.15 g de PEG que actla
coma dispersante, facilitando a adhesién entre o material ceramico e o polimérico. Nun
morteiro moéese a CDHA e vaise engadindo sobre o po, gota a gota, a disolucion do
ligante ata formar unha pasta tipo escaiola moi viscosa. Sobre esa pasta arrastrase un
cubo do polimero estrutural (de aproximadamente 1cm de lado) e faise presién sobre el

ata que absorba a maior cantidade de pasta posible, véxase Figura 12.

Finalmente aplicase o seguinte tratamento térmico: 7°C/min ata 600°C, 1 hora a 600°C,
7°C/min ata 1050°C, 4 horas a 1050°C e para rematar apagase e déixase arrefriar a

temperatura ambiente.
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5.4.2. Preparacion dos materiais compostos BCP-SiO; e
BCP-BaTiOs e 0 seu conformado poroso

Para esta sintese partese do BCP formado coa ruta explicada no apartado anterior.
Engadense 0.1 g de BCP, 0.035 g de SiO> mesoporoso ou BaTiOsz e o ligante (PEG en
EtOH). Utilizase a mesma estrutura polimérica. O tratamento térmico é o seguinte:
5°C/min ata 500°C, 1 hora a 500°C e finalmente déixase arrefriar a temperatura

ambiente.

O método utilizado foi o que mellores resultados presentou dentro das distintas
estratexias empregadas para o conformado (véxase a Figura 13 e a Figura 14). No

apartado de resultados e conclusions analizanse os distintos ensaios realizados.

Figura 13 Imaxe do BCP+SiO, Figura 14 Imaxe do BCP+BaTiO3
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6. INSTRUMENTAL E METODOS

6.1. Caracterizacion por difraccion de Raios X

A difraccién de raios X (RX) de po cristalino é unha técnica de caracterizacion non
destrutiva usada de forma comdn na identificacion de fases cristalinas presentes nun
material e tamén na determinacion estrutural de cada fase. E util tamén para a
cuantificacion de compostos cristalinos, determinacion de tamafio de cristais, calculos

sobre a simetria dun cristal e obtencion de parametros de rede. *°

Neste traballo tamén se vai empregar a técnica de espallamento de raios X a baixos
angulos, a cal permite caracterizar materiais nanoestruturados. Esta técnica permite
determinar distribucion de tamafios, determinar tamafios de poros, etc. A diferenza da

difraccion de RX, nesta técnica non é necesario que o material sexa cristalifio.

O equipo utilizado para a caracterizacion por RX dos compostos sintetizados é un
difractometro de RX SIEMENS D5000 (véxase Figura 15) situado no edificio de

Servizo de Apoio & Investigacion da Universidade de A Corufia.

A identificacion das fases cristalinas realizouse mediante a anélise dos difractogramas e
a slla comparacion cos da base de datos de The International Centre for Diffraction Data
(ICCD-2004), empregando o programa Match! (version 2.4.7). 202
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6.2. Caracterizaciéon por Espectroscopia IR

A espectroscopia IR permite a identificacion de bandas de absorcion producidas pola
diferente vibracion dos enlaces dun composto. Para a caracterizacion dos compostos
empregados utilizouse a técnica de espectroscopia IR con transformada de Fourier
(FTIR) de reflectancia total atenuada (ATR). Na Figura 16 podese ver un esquema da

técnica

« penetration depth = 1-5 um
*sample must be in intimate contact with crystal
\ (detector

liquid flow cell

ATR crystal A

solid sample

Para a caracterizacion por espectroscopia utilizaronse dous equipos, por unha banda o
ThermoScientific Nicolet iS10 situado no Centro de Investigaciones Cientificas
Avanzadas (CICA) da Universidade de A Corufia (véxase Figura 17) e o equipo Agilent
Technologies Cary 630 FTIR Spectrometer da empresa Developbiosystem S.L., situada

en Cedeira (véxase Figura 18).

A andlise dos espectros obtidos realizouse mediante o programa OMNIC (version

9.3.32) e compararonse coas bases de datos recollidas no programa. 2
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Figura 18 FTIR-ATR Cary 630 FTIR Spectrometer

6.3. Caracterizacidén por microscopia electronica

A microscopia electronica € unha técnica que permite a caracterizacion de sélidos para
estudar a sua estrutura, morfoloxia e tamafio de particula. O seu principio béasico é

similar ao da microscopia Optica, pero co emprego de electréns en lugar de luz visible.

Na seguinte taboa podense ver as diferentes resolucions do ollo humano, da microscopia

6tica e das microscopias TEM e SEM. 2

Limit of Resolving Power Object Size Object Magnification
Human Eye 10 mm Ant 1X
7 T
LED 1mm Tick 1x
Optical Microscope 100 pm Butterfly Scales 7 1X
Pollen 5
% 10 pm ‘g‘ 10X
% Red Blood Cells
1um Bacteria E ’g 100X
Scanning Electron Microscope 100 nm 1,000X
Virus
Q""" -
— U 3
W 10 nm Molecules 10,000X
(Not directly viewable)
1
Transmission Electron Microscope 1nm l 100,000X
\ Atoms .—,‘,‘;,\\’
:-" : 0.1 nm (Atomic Structure of \F?;i" 1,000,000X
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6.3.1. Microscopia electronica de varrido (SEM)

A SEM emprégase comunmente para xerar unha imaxe da topografia da superficie dun

material e ten os seguintes compofientes (véxase Figura 19): *°

|+ Filament

]

==——— Aperture

@\ Condenser
i @/ Lenses

/ Objective Lens

Aperture

53 s

X-Ray Detector

Image
Forming
Electronics

Specimen
Secondary Electron Detector

Un filamento de tungsteno quéntase para xerar electrons, que se aceleran cunha
diferencia de potencial. Os electrons enfocanse cara a superficie da mostra cun
condensador e diferentes lentes. Finalmente os electrons fanse pasar pola mostra usando
bobinas de escaneado. A colisién dos electréns coa mostra xera dispersion elastica e
inelastica. Un dos sinales moi empregadas na caracterizacion son 0os RX xerados. Esta
técnica cofiécese co nome de analise de enerxia dispersa de RX (EDX ou EDAX), e

emprégase para identificar a composicion quimica do material. 2

As micrografias SEM obtidas fixéronse co JEOL Nikon NeoScope JCM-6000 situado

en DevelopBiosystem S.L. (véxase a Figura 20).
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Figura 20 JEOL Nikon NeoScope JCM-6000

6.3.2. Microscopia electronica de Transmision (TEM)

A TEM proporciona unha imaxe directa dun solido a gran aumento a partir da

transmision de electréns a través dunha mostra. °

No microscopio TEM irradiase unha mostra delgada con electrons de densidade de
corrente uniforme, xerado cun filamento de tungsteno ou de hexaboruro de lantano.
Aceléranse os electrons cunha diferencia de potencial e dirixense a mostra. Ao
interactuar coa mostra, parte dos electrons son transmitidos, outra parte é dispersada e

outra da lugar a outro tipo de interaccions.

A caracterizacion das mostras realizouse co microscopio JEOL JEM 1010 de 100 kV

que se atopa nos Servicio de Apoio a Investigacion (SAI) da UDC (véxase a Figura 21).

Figura 21 JEOL JEM 2010
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6.4. Analise termogravimeétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) baséase na medida da variacion da masa dunha
mostra cando dita mostra sométese a un programa de temperaturas nunha atmosfera
controlada, podese ver un esquema na Figura 22. A perda de auga pola cristalizacién ou
perda de elementos volatiles mostran unha perda de peso. A oxidacion ou adsorcion de

gas amosan unha ganancia de peso. °

A TGA foi realizada polo persoal do SAI da UDC, e empregouse un analizador
STA/TG-DSC (Simultaneous Termogravimetry — Diferencial Scanning Calorimetry)
Netzsch STA 449 Jupiter. 24

gas outlet valve

: gas outlet
E”Tv 5

thermocouple

/ hoisting device

heating element

sample carrier

protective tube

radiation shield

evacuating system

]
adjusting screws 4{%

mg:}-mf purge 1
- mec| ] purge 2
ﬁ*H{H* protective

. i i T —
P =N -

As analises realizaronse cun quentamento constante da mostra a 10°C/min dende

temperatura ambiente ata 1000°C en atmosfera de aire.
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7. RESULTADOS E DISCUSION

7.1. Caracterizacion de BCP, SiO2 mesoporoso e
BaTiOs3

7.1.1. Caracterizacion de BCP
7.1.1.1. Caracterizacion de BCP por TGA

Tal e como se comenta no apartado 5.3., a sintese de BCP Iévase a cabo en duas etapas:
formacion do precursor CDHA e tratamento térmico deste. Realizouse a caracterizacion

de CDHA mediante analise termogravimétrica (TGA).

Na Figura 23 podese observar a perda de masa da CDHA cando se quenta dende
temperatura ambiente ata 1000°C. A vista do diagrama pddese ver como se vai
perdendo masa de forma gradual dende o 100% ata aproximadamente o 91%. Para
explicar este fendmeno analizarase a formula da CDHA: Ca1ox(HPO4)x(PO4)s-x(OH)2-x.
Analizando a perda de masa, podese supofier que esta producese pola eliminacion de
auga na superficie das particulas e, tamén, da perda de auga producida pola
descomposicion de HPO4> e OH- para formar PO,> e H,0.%> %

100 —

©
(o5}
T
1

94 L .

92 - .
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90 —
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7.1.1.2. Caracterizacion de BCP por DRX

Caracterizouse mediante difraccion de RX de po o BCP obtido. Na Figura 24 mostrase

o difractograma do BCP.

Irel

sea Experimental pattern: BCP+PWP+PEG
850 [00-D09-0169] Ca3 [ P 04 2 Calcium Phasphats Whitbckits, syn
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_Lﬂ rﬂ ‘ h AL Im| INJJM __________ ’&m
| MEEE t tirme ee mre wmemnem o e meeen e wneweeme
T T T T T T T T T T T
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Cu-Ka (1.541874 A) Stheta

En cor azul estd representado o difractograma obtido para unha mostra do BCP
sintetizado, mentres que en vermello e verde estan os difractogramas bibliogréaficos
dados polo programa Match! de TCP e HA, respectivamente. Pddese ver como 0s picos

dos difractogramas de HA (verde) e de TCP (vermello) coinciden.

A vista dos resultados obtidos pédese confirmar que se formaron as duas fases de
fosfato célcico, HA e B-TCP.

34



7.1.1.3. Caracterizacion de BCP por espectroscopia IR

Caracterizouse mediante FTIR-ATR o BCP sintetizado. Na Figura 25 podemos observar

0 espectro obtido.
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0,054
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0,00

0,054

0,10}

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Ondas (cm-1)

Observando o espectro pddense apreciar dias bandas moi intensas a 1000cm™ e a
500cm™, asi como unha banda moito menos intensa a 3600cm™. Observando a
composicion quimica do BCP, unicamente poden ser activos en IR os fosfatos (PO4>) e
0 hidroxilo (OH") da HA.

O anion fosfato presenta catro tipos de vibracions: deformacions de flexién (O-P-O)
asimétrica e simétrica, e deformacidns de tension (P-O) asimétrica e simétrica, das cales

s6 son activas en IR as deformacidns de flexion e tensién asimétricas.

A banda a 1000cm correspondese coa deformacion de tension asimétrica do fosfato e a
de 500cm™ corresponde coa deformacion de flexion asimétrica do fosfato. A banda
menos intensa a 3600cm™ correspondese coa vibracion de tension do hidroxilo. Podese

tamén observar a 630cm™ una banda solapada que tamén pertence ao hidroxilo. 3
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7.1.2. Caracterizacion de SiO2 mesoporoso
Caracterizouse mediante distintas técnicas o SiO> sintetizado para comprobar a sla

composicion, distribucién de poros e morfoloxia.

7.1.2.1. Caracterizacion de SiO2 mesoporoso por

espectroscopia IR

Caracterizouse 0 SiO2 mesoporoso obtido mediante espectroscopia IR. Na Figura 26

podese observar o espectro IR do SiO2 obtido comparado cun espectro de SiO:

bibliogréfico.
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A vista da comparativa podese concluir que obtivose SiO2, pois pddense identificar as

bandas de tension Si-O e flexién Si-O-Si. %0
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7.1.2.2. Caracterizacion de SiO2 mesoporoso por
espallamento de Raios X de baixo angulo

Este composto é amorfo polo que non se pode caracterizar mediante DRX, pero ao

presentar unha estrutura mesoporosa ordeada é posible caracterizar esta estrutura

mediante espallamento de raios X de baixo &ngulo. Na Figura 27 pddese observar o
grafico de espallamento de RX
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Como se pode observar no grafico, aparecen uns maximos na grafica que son debidos
ao ordenamento regular a longo alcance dos poros no interior deste material. O

resultado obtido confirma que se formou a estrutura porosa desexada.
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7.1.2.3. Caracterizacion morfoloxica de SiO2 mesoporoso
mediante TEM

Obtivéronse varias imaxes mediante TEM de pequenas particulas do SiO. obtido

(véxase a Figura 28).

100

Observando as imaxes podense apreciar perfectamente os poros formados en 2
particulas de SiO». As particulas, de forma esférica, posien un tamafio aproximado de
150 nm e no seu interior tefien uns poros perfectamente ordenados de aproximadamente

3 nm de didmetro.

Pddese concluir, polo tanto, que formouse SiO, mesoporoso satisfactoriamente, co

tamanio e distribucién de poro desexado.
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7.1.3. Caracterizacion de BaTiOs3

Caracterizouse mediante distintas técnicas o BaTiOs sintetizado para comprobar a sta

composicion, estrutura e morfoloxia.

7.1.3.1. Caracterizacion de BaTiOz por DRX

Realizouse a caracterizacion do BaTiOs por difraccion de RX de po. Na Figura 29

pOdese observar o difractograma obtido.
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A vista da Figura 29, onde podemos ver o difractograma do BaTiOs obtido comparado

co difractograma de referencia aportado polo programa Match!, pddese ver que 0s picos

de dmbolos difractogramas coinciden, confirmado que se obtivo a fase desexada e que

esta € pura.
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7.1.3.2. Caracterizacion morfoloxica de BaTiO3z mediante
TEM

Obtivéronse varias imaxes mediante TEM de pequenas particulas do BaTiOz obtido

(véxase a Figura 30)

100 am 100 A

Na Figura 30 pddense observar ddas imaxes de particulas do BaTiOs obtido. A vista das
imaxes podese apreciar que se formaron nanoparticulas do composto cun tamafio de

particula de aproximadamente 20 nm.

Pddese concluir, polo tanto, que se formaron nanoparticulas de BaTiOz do tamafio
desexado, idoneas para integrarse na estrutura porosa do BCP, onde se espera que

favorezan a adherencia do tecido 6seo.
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7.2. Caracterizacion dos materiais con morfoloxia
porosa

Caracterizaronse os conformados porosos de BCP, BCP-SiO; e BCP-BaTiO:s.
7.2.1. Caracterizacion do conformado de BCP poroso
7.2.1.1. Caracterizacion do polimero poroso por

espectroscopia IR

Caracterizouse mediante espectroscopia IR o polimero que serve coma base estrutural
para o conformado poroso dos materiais (véxase a Figura 31). O polimero foi extraido

da parte esponxosa dun estropallo comercial.
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Na Figura 31 podese ver o espectro IR do polimero estrutural comparado con dous
espectros de poliuretanos da biblioteca de espectros do programa OMNIC. A vista dos
espectros podese concluir que o polimero empregado neste traballo é da familia dos

poliuretanos.
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7.2.1.2.Caracterizacion de CDHA + polimero estrutural
mediante TGA

Realizouse tamén a anélise termogravimétrica da CDHA xunto co polimero estrutural,
identificado coma poliuretano. No proceso sintético cabe esperar que a CDHA quede
adherida ao polimero estrutural ao mesturala cun ligante (PEG+EtOH) e que co
tratamento térmico (1050°C) quede unicamente o BCP coa forma do polimero e que

este quede eliminado.

A vista da figura 32, onde se observa a perda de masa do material fronte & temperatura,
podense observar duas perdas importantes de masa: a primeira perda, por debaixo dos
90°C, pode atribuirse ao disolvente (etanol e auga); e a segunda perda de masa, situada
entre 150°C e 400°C podese atribuir & eliminacion do polimero estrutural (poliuretano) e
do PEG, que descompofien entre 290°C e 350°C. 26272829

Tameén se poder observar na figura como a temperaturas superiores a 500°C apenas hai
unha perda de masa.
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7.2.1.3. Caracterizacion morfoloxica do conformado de

BCP mediante microscopia optica e SEM

Débese comprobar que o material sintetizado posua a porosidade desexada, que debe ser
da orde de 500um. A maior porosidade, maior superficie e, polo tanto, favorécese a

interaccion do biomaterial co tecido biol6xico.

Para observar a porosidade obtivéronse diferentes fotografias para poder observar os
poros. Para ver os poros da orde de medio milimetro fixéronse fotos con microscopia

Optica (véxase a Figura 33) e SEM (véxase a Figura 34).

Na Figura 33, fotografia realizada cun microscopio Optico, pddense observar 0s poros

de ata medio milimetro formados.

500um &, ) < 500,um &, B
High-vac. SEI PC-std/ 10KV  Wx34f 54  524/2017 §0DBaE 0 High-vac. SEI PC-stds 10kV W34/ 84  5/24/2017 {00BaE2




Na Figura 34, fotografia obtida mediante SEM a 34 aumentos, pddese ver a lonxitude
dos poros formados.

A vista das imaxes pddese concluir que se formaron os poros da orde de medio
milimetro. Podese concluir, polo tanto, que o tamafio de poro do BCP sintetizado
correspondese co didmetro desexado, da orde de 0.5mm. Pddese determinar, enton, que
a morfoloxia do BCP formado é apto para a rexeneracion 0sea, posto que co tamafio de
poro acadado, as interaccions biomaterial-tecido son altas, xa que a maior porosidade,

maior superficie de contacto e maior numero de interaccions.

7.2.2. Caracterizacion do conformado BCP-SiO>

7.2.2.1.Caracterizacion do conformado BCP-SiO> por
DRX

Caracterizouse mediante difraccién de RX de po o BCP con SiO2 mesoporoso obtido

(Véxase a Figura 35).
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Na figura 35 podese ver o difractograma obtido comparado con difractogramas de -
TCP (vermello) e HA (verde). Pddese ver como os méximos do difractograma obtido
coinciden cos compostos desexados. Non se observan maximos debidos o SiOz, debido
a que neste caso o material é amorfo, nin tampouco se observan outras fases que

indiquen que o SiO> reaccionase co 3-TCP ou HA durante o tratamento térmico.

Pddese concluir, polo tanto, que se formou o composto desexado, coas particulas de
SiO2 dispersas nunha matriz de BCP. O tamafio de poro acadado permite que a
liberacion de ions Ca?* e POs> por parte do TCP sexa modulada, o cal espérase que
mellore a capacidade de osteoinduccién do BCP. Ademais, espérase que as propiedades
piezoeléctricas do SiO, favorezan a integracion do biomaterial no tecido 6seo, xa que 0

colaxeno tamén presenta esta propiedade.

7.2.2.2. Caracterizacion morfoloxica do conformado BCP-

SiO2 mediante microscopia éptica

Realizaronse fotos mediante microscopia Optica do BCP con SiO2 mesoporoso

sintetizado.

Na Figura 36 pddese observar unha imaxe do material obtido. PGdense apreciar os poros

de ata medio milimetro formados.

Figura 36 Imaxe do BCP + SiO, mesoporoso

A vista da imaxe pddese concluir que se formaron os poros do tamafio desexado (da

orde de medio milimetro de diametro).
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7.2.3. Caracterizacion de BCP + BaTiO3s
7.2.3.1.Caracterizacion de BCP + BaTiOz por DRX

Caracterizouse mediante difraccion de RX de po o BCP co BaTiOs obtido (véxase a
Figura 37).
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Na Figura 37 podese observar o difractograma do composto de BCP e BaTiOs obtido
comparado con difractogramas de B-TCP (vermello), HA (verde) e BaTiOz (morado)
proporcionados pola base de datos do programa Match!. A vista da comparacion podese
ver como coinciden os maximos do difractograma experimental cos difractogramas da
base de datos. Estes resultados confirman que se obtiveron as fases desexadas despois

do tratamento térmico.

Pddese concluir, polo tanto, que se formou o composto de BCP con nanoparticulas de

BaTiOs incorporadas na estrutura.
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7.2.3.2. Caracterizacion morfoloxica do conformado BCP-

BaTiOs mediante microscopia Optica

Realizaronse fotos mediante microscopia dptica do BCP con BaTiOs sintetizado.

Na Figura 38 podese observar unha imaxe do material obtido. PGdense apreciar 0s poros

de ata medio milimetro formados.

Figura 38 Imaxe do BCP+BaTiO3

Pddese concluir, & vista da imaxe, que se formaron os poros co tamafio desexado.
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7.3. Outros ensaios

Para realizar o conformado poroso dos materiais realizanse numerosos ensaios con

distintos métodos de conformado, como a utilizacién de distintos polimeros, diferentes

cantidades destes, diferentes reactivos de partida, etc. A continuacion mdstrase un

resumo dos intentos realizados e os motivos polos que foron rexeitados.

Via seca de conformado empregando un polimero granulado. Mestura de CDHA,

PVP e PEG, moenda dos materiais, posterior formacion dunha pastilla nun troquel e
finalmente calcinacion para eliminar o polimero.® Para tratar de optimizar o proceso
fixéronse diferentes variacions na porcentaxe de polimero empregado, na presion
aplicada durante o proceso de empastillado e tempo de aplicacién da presion, pero
en tddolos intentos realizados os poros do produto final son demasiado pequenos
non tendo as caracteristicas buscadas. Polo tanto, descartouse a via seca cun
polimero granulado e inténtase realizar o conformado mediante unha via humida e

cun polimero de natureza esponxosa.

Via himida de conformado empregando un polimero esponxoso (polietileno de

baixa densidade). Prébase a facer o conformado utilizando un polimero esponxoso

empregado habitualmente na embalaxe de reactivos quimicos. Os materiais
conformados co emprego deste polimero resultaron ser moi febles, xa que o poro do
polimero era demasiado grande e non se mantifia a conformacion porosa unha vez
eliminado o polimero mediante o tratamento térmico. Decidiuse continuar
empregando unha via humida pero cambiando a natureza do polimero esponxoso,
neste traballo os mellores resultados obtivéronse empregando espuma de poliuretano

dun estropallo comercial.

Via humida de conformado empregando poliuretano esponxoso. Inicialmente,

realizouse o conformado empregando como materiais partida CDHA moida con
SiO2 e BaTiOs (independentemente) e utilizando un polimero de estropallo coma
base estrutural xunto con PEG en EtOH. Este método non é valido porque no
tratamento térmico a 1050°C ten lugar a reaccion do reactivos de partido e non se

obtén os produto desexados.
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Probase enton a realizar a sintese utilizando o polimero de estropallo (poliuretano) coma
base estrutural e 0 PEG en EtOH, utilizando un tratamento térmico a 500°C para que
non tefia lugar a reaccion dos reactivos de partida e se obtefian os produtos desexados.

Este método é o empregado definitivamente.
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8. CONCLUSIONS/CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

8.1. Conclusions

En relacion aos resultados obtidos, resimense a continuacion as conclusions deste
Traballo de Fin de Grao:

- Conseguiuse preparar BCP a partir da sintese do precursor CDHA por unha via
hamida, resultando ser un método sinxelo de preparacion. Caracterizouse o material
mediante difraccién de RX de po, espectroscopia IR, TGA e microscopia Optica e
SEM, confirmando que se obtivo o BCP coa composicion quimica desexada (as
duas fases de HA e B-TCP).

- Conseguiuse preparar SiO, mesoporoso polo método sol-xel, resultando ser unha
sintese sinxela e facil de levar a cabo. Caracterizouse mediante difraccion de RX de
po, espectroscopia IR e microscopia TEM, confirmando que se obtivo o material
coa composicion desexada e que se formaron as nanoparticulas dun tamafio
aproximado de 150 nm; e tamén se confirmou a natureza mesoporosa do material
cunha distribucion perfecta de poros de didmetros de aproximadamente 3 nm. Polo
tanto, o SiO> sintetizado ten as caracteristicas morfoloxicas axeitadas para poder

combinarse co BCP para mellorar a capacidade de ostoinducion deste.

- Conseguironse preparar nanoparticulas de BaTiOs, resultando ser unha sintese
sinxela e facil de levar a cabo. Caracterizouse mediante difraccion de RX de po e
microscopia TEM. Confirmouse, mediante a caracterizacion, que se obtivo o
material coa composicion desexada e que se formaron as nanoparticulas co tamafio

desexado, da orde de 20 nm.

- Conseguironse preparar os conformados de BCP, BCP-SiO, e BCP-BaTiOz con
morfoloxia porosa de aproximadamente 0.5 mm de poro, coas caracteristicas
morfoloxicas axeitadas para ser empregados na rexeneracion de tecido dseo. Para
preparar esta morfoloxia porosa empregouse espuma de poliuretano dun estropallo

comercial como "andamiaxe" e PEG como dispersante en etanol como disolvente.
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8.2. Conclusiones

En relacion a los resultados obtenidos, se resumen a continuacion las conclusiones de

este Trabajo de Fin de Grado:

Se consiguio preparar BCP a partir de la sintesis del precursor CDHA por una via
himeda, resultando ser un método sencillo de preparacion. Se caracterizo el material
mediante difraccion de RX de polvo, espectroscopia IR, TGA y microscopia optica
y SEM, confirmando que se obtuvo el BCP con la composicion quimica deseada
(las dos fases de HA 'y B-TCP).

Se consiguid preparar SiO2 mesoporoso por el método sol-gel, resultando ser una
sintesis sencilla y facil de llevar a cabo. Se caracterizd mediante difraccion de RX
de polvo, espectroscopia IR y microscopia TEM, confirmando que se obtuvo el
material con la composicion deseada y que se formaron las nanoparticulas, de un
tamafio aproximado de 150 nm; y también se confirm¢ la naturaleza mesoporosa del
material con una distribucion perfecta de poros de diametros de aproximadamente 3
nm. Por lo tanto, el SiO; sintetizado tiene las caracteristicas morfoldgicas adecuadas

para poder combinarse con el BCP para mejorar su capacidad de osteinduccion.

Se consiguieron preparar nanoparticulas de BaTiOsz, resultando ser una sintesis
sencilla y facil de llevar a cabo. Se caracterizé6 mediante difraccién de RX de polvo
y microscopia TEM. Se confirm6, mediante la caracterizacion, que se obtuvo el
material con la composicion deseada y que se formaron las nanoparticulas con el

tamario esperado, del orden de 20 nm.

Se consiguieron preparar los conformados de BCP, BCP-SiO, y BCP-BaTiOz con
morfologia porosa de aproximadamente 0.5 mm de poro, con las caracteristicas
adecuadas para ser empleados en la regeneracion de tejido 6seo. Para preparar esta
morfologia porosa se empled espuma de poliuretano de un estropajo comercial

como andamiaje y PEG como dispersante en etanol como disolvente.
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8.3. Conclusions

In relation to the results obtained, the conclusions of this Final Grade Project are

summarized below:

- BCP was successfully synthesized from the preparation of the precursor CDHA by a
wet-method, resulting to be a simple method of synthesis. The material was
characterized by X-Ray diffraction, IR spectroscopy, TGA, optical microscopy and
SEM, confirming that the BCP was obtained with the suitable chemistry
composition (two phases of HA and B-TCP).

- SiO2 was successfully synthesized by the sol-gel method, resulting to be a simple
method of synthesis. The material was characterized by X-Ray diffraction, IR
spectroscopy and TEM, confirming that the material was obtained with the adequate
chemistry composition and the formation of nanoparticles, with a size of 150 nm
approximately; additionally, it was confirmed the mesoporous nature of the
material, with a perfect distribution of the pores, with diameters of 3 nm
approximately. Therefore, the synthesized SiO. has the adequate morphologic

characteristics to be combined with BCP for improving its osteoinduction capacity.

- BaTiOs nanoparticles were successfully synthesized, resulting to be a simple
method of synthesis. The material was characterized by X-Ray diffraction and TEM,
confirming that the material was obtained with the wished chemistry composition

and the formation of nanoparticles, with a size of 20 nm approximately.

- BCP, BCP-SiO; and BCP-BaTiOs composed materials were successfully prepared,
with a porous morphology with diameters of 0.5 mm approximately, with the
adequate characteristics to be used in osseous tissue regeneration. For the
preparation of the porous morphology it was employed polyurethane foam from a

commercial scourer as scaffold and PEG as dispersant in ethanol as solvent.
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