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Resumen: El hidroxiapatito es €l biomineral de los tgjidos duros de los mamiferos'y por
ello ha sido ampliamente estudiado como biomaterial en cementos dseos, recubrimientos de
metales implantables y scaffold en ingenieria de tejidos. En este trabajo, se estudia un proceso
sintesis y caracterizacion de un derivado de este material, donde el ion fosfonato: 2-
hidroxifosfonoacetato sustituye parcialmente a ion fosfato [1-10%)]. El proceso de sintesis de
hidroxiapatito consiste en dos etapas: (1) unareaccion a100°C entre el &cido fosforico (afiadido
lentamente) y una mezcla de hidréxido de calcio + 2-hidroxifosfonoacetato de calcio (Relacion
Ca/lP=1.67). (2) un tratamiento térmico de los sdlidos obtenidos en (1) a 150°C. Los productos
finales se han caracterizado mediante andlisis quimico, andlisis termogravimétrico, difraccién
de rayos-X con andisis de Rietveld, microscopia SEM y determinacion de la superficie
especificay porosidad. En las fases cristalinas, € grado de pureza de |os hidroxiapatitos oscila
entre 91-100%. Todos presentan estructura monoclinica, en contraste con la estructura
hexagonal que habitual mente se obtiene aplicando métodos de sintesis similares. Estavariacion
se atribuye ala presencia de fosfonato. El contenido de éste también influye en la morfologiay
en la porosidad de los materiaes, siendo las muestras con més fosfonato |as més porosas. Los
materiales, a menos aquellos con una cantidad menor o igua 5% de fosfonato, muestran una
biocompatibilidad similar aun material de hidroxiapatito de referencia.

Palabras Clave: Hidroxiapatito, Fosfonato, Biomaterial, Biocompatibilidad, Analisis de
Rietveld.

Abstract: Hydroxyapatite is the biomineral of mammals’ hard tissues and has therefore
been extensively studied as a biomaterial in bone cements, coatings of implantables metals and
scaffolds in tissue engineering. In this work, a synthesis procedure and characterization of
hydroxyapatite derivatives containing 2-hidroxyphosphonoacetate substituting partially for
phosphate group [1-10%] are reported. The hydroxyapatite synthesis process consists of two
stages. (1) areaction at 100 ° C between the phosphoric acid (added slowly) and a mixture of
cacium hydroxide + 2-hidroxyphosphonoacetate calcium (Ca/P ratio = 1.67). (2) Heat
treatment of the solids obtained in (1) at 150°C. The final products have been characterized by
chemical anaysis, thermogravimetric analysis, X-ray diffraction with Rietveld anaysis, SEM
and specific surface and porosity determinations. In the crystalline phases, the purity degree of
the hydroxyapatites ranges from 91-100%. All hydroxyapatite structures were monoclinic, in
clear contrast to the hexagonal symmetry, which is usually obtained using similar synthetic
methods. This behaviour is attributed to the presence of phosphonate. The phosphonate content
also influences the morphology and porosity of the materials, the phosphonate higher loading
samples being the most porous solids. Materials with equal or lower amount of phosphonate
than 5% showed similar biocompatibility to a reference hydroxyapatite material.

Keywords. Hydroxyapatite, Phosphonate, Biomaterial, Biocompatibility, Rietveld
refinement
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1. Introducciodn

Dentro de la ingenieria biomédica, el uso de biomateriales ceramicos ha adquirido
gran interés para reparacion y/o reconstruccion de tejido 6seo, aplicado en medicina
regenerativa de tejidos. El biomaterial hidroxiapatito (Caio(POas)s(OH)2) y sus
derivados presentan la ventaja de ser biocompatibles, bioactivos y bioabsorbibles,
ya que su composicion y estructura quimica se asemeja a la fase mineral contenida
en el esqueleto.

Introduccion histoérica

El término apatito (del griego amateiv, apatein: “engafoso”) fue acufiado por el
geologo aleman Abraham Werner en 1788 al describir una serie de fosfatos minerales.
A finales del siglo XVIII, los quimicos Proust y Klaproth postulan que el apatito es el
principal componente inorganico de los huesos. La formula quimica del fluorapatito
natural (Caio(POa)sF2, FA) se determind en 1873. En 1891, Gluck describe el uso del
marfil, un fosfato de calcio de origen biologico, para la sustitucion de articulaciones
(Epinette and Manley, 2004).Posteriormente, De Jong et al,. (1926) presento,
mediante difraccion de rayos-X, la primera evidencia de la similitud de la sustancia
inorganica de los huesos con el mineral apatito.

Ortofosfatos de calcio

Todos los ortofosfatos de calcio estan compuestos mayoritariamente por calcio
(Ca?"), fosforo y oxigeno (éstos dos en forma de anién ortofosfato, PO4%). Los tres
elementos quimicos estan entre los 20 mas abundantes de la superficie terrestre: 47%
(oxigeno), 3.3-3.4% (calcio) y 0.8-0.12% (fésforo). Muchos ortofosfatos de calcio
contienen otros iones, tales como HPO4* (hidrégenofosfato), H2PO4
(dihidrégenofosfato), OH" (por ejemplo, en Cai0(PO4)s(OH)2) y/o agua incorporada
(por ejemplo: CaHPO4:2H20). Ademas de ortofosfatos, también existen metafosfatos
(PO3), pirofosfatos (P207*) y polifosfatos [(PO3)n™].

Los ortofosfatos de calcio son escasamente solubles o insolubles en agua a pH
neutro o basico, pero son solubles en medio acido. Los compuestos puros son de color
blanco, de mediana dureza, mientras que los minerales naturales presentan color
debido a impurezas. Los ortofosfatos de calcio (apatitos) formados biolégicamente son
los principales componentes de los tejidos calcificados de los vertebrados; mientras
que los formados a través de procesos geoquimicos (fluorapatitos presentes en rocas
sedimentarias denominadas fosforitas) son la materia prima para la produccion de
fertilizantes.
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La estructura del hidroxiapatito se representa en la Figura 1.1:
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Figura 1.1 Estructura 3D del hidroxiapatito donde los iones Ca?* estan coordinados por OH-
y grupos PO,* en dos entornos diferentes de coordinacién: Cal (CaO° y Ca2 (CaO’)
http://www.chemtube3d.com/solidstate/SShydroxyapatite.htm

El hidroxiapatito (HA) es el segundo ortofosfato de calcio mas estable y el menos
soluble después del fluorapatito. La primera descripcion detalla de la estructura del
HA se present6 en 1964 (Kay et al., 1964) y su formacion en disolucion acuosa se
interpretd en términos de agregacion de clusters con estequiometria Cag(POa4)s
(Posner and Betts, 1975). En la forma hexagonal, el grupo hidroxilo esta orientado
en dos direcciones distintas en cada columna mientras que en la forma monocliclina,
obtenida normalmente a T>1000°C, se orientan en la misma direccion, alterndndose
en cada columna. Algunas impurezas, como la substitucion parcial de hidréxido por
fluoruro o cloruro, estabilizan la estructura hexagonal del HA a temperatura ambiente.
Por esta razén, el HA hexagonal pocas veces se encuentra en forma estequiométrica.

La estructura de apatito admite numerosas sustituciones en las posiciones del
Ca?*, del grupo fosfato y del ion OH-, usualmente en cantidades pequefias, pero
pueden ser posibles en el intervalo completo de composicién (disoluciones soélidas)
entre algunos sustituyentes (por ejemplo, F-y OH"). Ademas, en algunas estructuras
pueden aparecer defectos cristalograficos dando Ilugar a compuestos no
estequimeétricos. Excepto pequefias partes del oido interno, todos los tejidos duros del
cuerpo humano, incluso muchas calcificaciones patologicas, estan constituidos por
ortofosfatos de calcio, fundamentalmente en la forma de hidroxiapatito. Desde el punto
de vista estructural, el apatito biolégico es de baja cristalinidad, no estequiométrico y
parcialmente sustituido con Na*, Mg?* y carbonato (COz%), con cierto parecido al
mineral natural dahllita.
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Hueso

Los huesos humanos estan compuestos por una fase mineral, hidroxiapatito, una
fase organica, formada mayormente por colageno tipo | y otros componentes
minoritarios, y, finalmente, agua. Las proporciones relativas de estas fases varian con
la edad, el sitio, el género y estado de salud (Boskey, 2015). La composicion media
de la masa total de un hueso de adulto es aproximadamente: 65% de hidroxiapatito,
25% de agua y 10% de matriz organica.
(https://depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed/structure.html). Como se
refleja en la Tabla 1.1 el calcio y el fosforo son elementos mayoritarios del hueso, lo
gue es previsible al ser los elementos principales del hidroxiapatito. EI hueso, como la
dentina de los dientes, tiene capacidad de auto-reparacion a través de la intervencion
de sus células asociadas, que se clasifican en dos categorias segun su funcion:
osteoclastos que disuelven el hueso (resorcion) y la familia de osteoblastos
(osteoblastos, osteocitos y células de revestimiento), las cuales favorecen la
formacién y el mantenimiento 6seo.

COMPOSICION DEL HUESO DE LOS ADULTOS

CALCIO 34.8
FOSFORO 15.2
SODIO 0.9

MAGNESIO 0.72
POTASIO 0.03
CARBONATOS 7.4

FLUOR 0.03
CLORO 0.13
PIROFOSFATOS 0.07
OTROS ELEMENTOS 0.04

Tabla 1.1 Ademéas de la fase mineral, colageno y agua, otras sustancias organicas
minoritarias, como proteinas, polisacaridos y lipidos estan presentes en la materia 6sea. El
colageno del tejido 6seo forma fibrillas de 100 - 2000mm de didmetro. El componente mineral
del hueso es parecido al hidroxiapatito pero contiene ademés fluor, magnesio, sodio y otros
iones como impurezas. (Orlovskii et al., 2002)

El tejido 0seo es un tejido conectivo especializado que se caracteriza por su
permeabilidad y vascularizacion ademas de una arquitectura compuesta por una parte

externa compacta (cortical) y una parte interna esponjosa (trabecular). La
estratificacion células y las distintas capas del hueso se reflejan en la Figura 1.2:
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Célula osteogenica »

Osteoblasto - 2

Ostecide -—

Matriz dsea calcificada

Osteocites ——

Figura 1.2 En el hueso se pueden diferenciar varios componentes: una matriz no calcificada,
compuesta en su mayoria por colageno tipo | y proteinas no colagenas, una matriz calcificada,
formada fundamentalmente por cristales de calcio y fosfato (hidroxiapatito), y el componente
celular, que representa un 2% de la materia organica, formado por osteoblastos, osteocitos,
osteoblastos y células osteogénicas, que son las responsables de la formacidn, mineralizacién,
modelacion y remodelacion 6seas. Elaboracion propia.

La matriz secretada inicialmente por los osteoblastos aun no esta calcificada y
recibe el nombre de osteoide. Este osteoide, al igual que es secretado por los
osteoblastos también es degradado por ellos, ya que de este modo los osteoblastos
pueden hacer un camino hacia la matriz para ir penetrando hacia la matriz calcificada.
Los osteoblastos que llegan a la matriz calcificada se transforman en osteocitos y el
resto mueren por apoptosis. Los osteocitos son las células 6seas maduras que
pueden comunicarse entre si y con los osteoblastos a través de canales, llamados
canaliculos, que permiten la nutricion de los osteocitos. La funcion principal de estas
células es el mantenimiento de la matriz 6sea y la comunicacién con los osteoblastos.
Por ultimo, los osteoclastos son células moviles de gran tamafio polinucleadas,
encargadas de la reabsorcion de la matriz calcificada. Se encuentran adheridos a la
superficie 6sea en zonas de resorcion activa que forman unas cavidades llamadas
lagunas de Howship. Los osteoclastos, a diferencia de los osteoblastos, provienen de
otras células precursoras, presentes en la médula 6sea. En el Esquema 1 se indican
los diferentes componentes del hueso.
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Composicién
|

Matriz Células

I
Organica Inorganice
|

Esquema 1.1 Componentes principales del hueso: la matriz 6sea y las células 6seas. Cada
uno de estos componentes se subdivide en otros componentes primarios.

Las caracteristicas mecanicas de los tejidos Oseos estan directamente
relacionadas con las propiedades de la matriz que los compone. Esta matriz permite
gue los huesos sean resistentes a la par que flexibles, permitiendo asi soportar una
gran cantidad de carga sin romperse. Los componentes calcificados confieren gran
resistencia a la compresion y traccidon a la vez que las fibrillas de colageno permiten
un esfuerzo de torsiéon y de flexién pronunciado. La matriz no sélo tiene funcion de
sostén sino que también cumple tareas metabolicas, de almacenaje de calcio y facilita
la buena irrigacion del tejido. Esta matriz 6sea se compone de una fase mineral y una
fase de matriz organica.
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Figura 1.3 Osteona o Sistema de Havers. La mayoria de las laminillas estan orientadas en
forma concéntrica alrededor de los vasos que transcurren longitudinalmente y forman unidades
estructurales cilindricas, las osteonas o sistemas de Havers. En el corte transversal las
osteonas tienen forma redondeada, oval o también irregular; en ocasiones son ramificadas. Su
didmetro varia entre 100 y 400um. Elaboracion propia.
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El componente orgénico del hueso representa del 30 al 35% de la totalidad del
volumen del mismo (Hernandez, 2010). El coldgeno de tipo | es el componente
principal del material organico del hueso. En una laminilla de hueso maduro tipico del
adulto las fibras colagenas estan organizadas paralelas entre si pero su cantidad y
sobre todo su orientacion cambian en las laminillas contiguas (Figura 1.3). En las
laminillas de una osteona las fibras colagenas transcurren en forma helicoidal
alrededor del eje vascular de la osteona (Welsch and Sobotta, 2008). La funcién de
las proteinas de la matriz como la osteocalcina, la osteopontina o la osteonectina entre
otras solo se conoce parcialmente, algunas desempefian un papel en la mineralizaciéon
mientras otras regulan la diferenciacion de los osteoclastos.

T El material inorganico consiste en depdsitos de
i ' calcio, hidroxiapatito. Los cristales de hidroxiapatito
miden unos 40-60nm de largo, 1.5-5nm de grosor y
20nm de ancho. La mineralizacion comienza en el
colageno (Figura 1.4), donde inicialmente se depositan
los cristales de apatito en intervalos regulares. Aunque
hasta el momento se desconocen los factores que
determinan la mineralizacion in vivo, se supone que las
proteinas  Oseas osteocalcina, ostenectina vy
osteopontina desempeiian un papel en la formacién de
apatito. Otro mecanismo de calcificacion consiste en la
formacion de vesiculas pequefias que contienen apatito
B ftakifsng =g y surgen de la superficie de los osteoblastos. Ademas,
en la matriz inorgénica hay iones citrato y carbonato. El
_ Figura 1.4 Los cristales de  grypo hidroxilo del apatito es parcialmente reemplazado
hidroxiapatito tiene una . ,
disposicion muy regular en POr iones como fluoruro, carbonato y cloruro. Ademas
torno a las fibras de colageno. también podemos encontrar magnesio y sodio, en

La longitud de los cristales es g g1t cign de calcio (Ross and Pawlina, 2007).
de aproximadamente 40-60nm,

;féﬁgm de grosor y 20nm de Para que se produzca la mineralizacién se debe

http://www.doitpoms.ac.uk/tlpl Sobrepasar un nivel de concentracion umbral de iones
ib/bones/structure.php Ca?*y POs en la matriz. La fijacién de Ca?* extracelular
por la osteocalcina y otras sialoproteinas crea una concentracion alta de este ion, este
hecho estimula que los osteoblastos para que secreten fosfatasa alcalina, que
aumenta la concentracion local de iones de POa4. Este proceso se retroalimenta
positivamente ya que el aumento de PO4 a su vez estimula el aumento adicional de
la concentracion de Ca?* en el lugar donde se iniciara la mineralizacion. A
continuacion los osteoblastos liberan pequefias vesiculas (de 50 a 200nm de
diametro) hacia la matriz ésea. Las vesiculas matriciales contienen fosfatasa alcalina
y pirofosfatasa que generan iones PO4 a partir de otras moléculas de la matriz, lo cual
produce la cristalizacién de fosfato de calcio en la matriz que rodea los osteoblastos,
en forma de hidroxiapatito. Por tanto, las vesiculas matriciales son factores esenciales
que regulan la mineralizacion del hueso, controlando el sitio donde se inicia el depdsito
mineral en el osteoide. Una vez que se han depositado los primeros cristales de
6
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hidroxiapatito, éstos crecen con rapidez y se unen con los cristales proximos
producidos alrededor de otras vesiculas matriciales. ((Ross and Pawlina, 2007).

Dientes

8
R D
p > E E
= P

Figura 1.5 Estructura jerarquica del diente de los mamiferos. El esmalte (A) es la capa mas
superficial de la corona y se encuentra sobre la dentina (B). La pulpa (C) contiene los nervios y
vasos sanguineos mientras que el cemento (E) es la capa mas externa de tejido mineralizado
que rodea la raiz del diente permitiendo que el ligamento periodontal (D) fije el diente al hueso
de la mandibula (F). Elaboracion propia.

Los dientes estan formados por el esmalte, que es capa mas superficial de la
corona, la dentina en la parte inferior y el cemento que se encuentra en el area
superficial de la raiz. El llamado ligamento periodontal fija el extremo cementado con
el hueso alveolar como se describe en la Figura 1.5 através del cemento. La dentina
y el hueso son similares en lo que respecta a su composicibn inorganica
(aproximadamente un 70% en peso y un 67% en peso respectivamente), el tamafo
de cristal, su cristalinidad y composicion organica, incluyendo los tipos de coldgeno
gue los conforman (tipo-l y tipo-V). La dentina se caracteriza por la presencia de
tubulos que albergan las principales proyecciones celulares de los odontoblastos
(células formadoras de dentina). Los cuerpos celulares de los odontoblastos estan
alineados a lo largo del borde interior de la dentina, rodeando la pulpa dental. Los
odontoblastos al principio forman la predentina, ain no mineralizada que consiste,
sobre todo, en colageno tipo I, proteoglucanos y glucoproteinas. La mineralizacion
ocurre por depdsito de cristales de hidroxiapatito. En este proceso al principio
aparecen estructuras esferoidales (calcosferitas); las cufias entre estas esférulas
calcicas se calcifican un poco mas tarde. En la regién de los cuellos dentarios, en la
zona externa de la dentina muchas veces cesa esta calcificacion de los espacios
intermedios entre las esférulas, lo que da lugar a la llamada zona granulosa de Tomes,
que se identifica como una estructura granular fina y corresponde a la “dentina
interglobular” no mineralizada. La mineralizacion de la dentina se produce antes que
la del esmalte (Welsch and Sobotta, 2008). Al avanzar la formacion de la dentina los

7
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cuerpos celulares de los odontoblastos se alejan de la membrana basal de los
ameloblastos (células formadoras del esmalte) en direccién a la pulpa (Figural.6).

Figura 1.6 Secciones de diente de mamifero tefiidas con hematoxilina-eosina. Atlas de
Histologia Vegetal y Animal Depto. de Biologia Funcional y Ciencias de la Salud. Facultad de
Biologia. Universidad de Vigo

El esmalte dental es un tejido Unico en el cuerpo porque es el mas mineralizado
(95- 97%, en peso, y menos del 1% de materia organica), es acelular y contiene los
cristales de apatito mas largos y mas orientados de todos los tejidos mineralizados
(Simmer and Fincham, 1995). El esmalte maduro es un carbonato-hidroxiapatito
deficiente en calcio y con impurezas de iones de sodio, magnesio y cloro. Segun
(Elliott, 1997) su composicion media es:

Cas,86Mgo,09Nao,290K0,01(HPO4)0,28(CO3)0,46(PO4)s,31(OH)o0,70Clo,08

En comparacién con la dentina, el esmalte se compone de cristales largos y
estrechos (sobre 100mm de largo y 50mm de ancho) ensamblados en prismas
paralelos (Figura 1.7), que forman intrincados patrones dispuestos oblicuamente a la
superficie del diente.
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Figura 1.7 Cristales de esmalte dental ensamblados en prismas paralelos vistos por
microscopia SEM. Adaptado de http://gower.mse.ufl.edu/research.html#calbone

Al ser acelular, en el esmalte maduro no se produce una reabsorcion ni
remodelacion de la matriz mineralizada. Este hecho hace que una vez que se dafia el
esmalte no se puede regenerar de manera natural. Por esta razén, el esmalte es
objeto de numerosos estudios desde enfoques biomiméticos y terapéuticos.

La formacion del esmalte, también conocida como amelogenesis, solo tiene lugar
durante el desarrollo dentario y es un proceso altamente regulado por las
interacciones proteina-proteina, proteina-mineral y las que implican a la membrana
celular. Los ameloblastos son las células encargadas de la produccién del esmalte,
sus apices contienen sobre todo granulos de secrecion, lisosomas y vesiculas claras
formando una prolongacion gruesa denominada proceso de Tomes. Por un proceso
de exocitosis se liberan los granulos y participan en el proceso de formacion de la
matriz organica del esmalte. En esta se depositan con rapidez los cristales de
hidroxiapatita que se organizan en los ya mencionados prismas del esmalte y en el
esmalte interprismatico. Se forma esmalte Unicamente en la zona superficial del
ameloblasto en la que se encuentra el proceso de Tomes ((Welsch and Sobotta,
2008). Durante las etapas iniciales (fase secretora) de la formacion del esmalte, los
cristales del mineral del esmalte aparecen en forma de finas cintas alargadas, lo que
sugiere que la mineralizacién del esmalte no tiene lugar dentro de una matriz
preformada, como sucede en la mineralizacion producida en el hueso y la dentina. El
altimo componente duro de los dientes es el cemento, muy parecido al hueso, también
compuesto por una matriz calcificada, formada principalmente por colageno tipo | y
proteoglucanos.



TFG- Carmen Méndez Ramos

Biomateriales de fosfato de calcio

Introduccion

Los fosfatos de calcio forman un conjunto de diferentes fases, la mayoria de las
cuales han sido estudiadas como biomateriales (Tabla 1.2):

Férmula, Abreviatura Nombre Relacion | Existencia en tejidos
molar Ca/P biolbgicos
Caio(PO4)s(OH)2, HA Hidroxiapatito 1.67 Hueso, dentina,
esmalte, Calculos
dentales y urinarios,
placas arterioescl
CaioxHx(PO4)s(OH)2x, CDHA | Hidroxiapatito 1.5 No encontrado
deficiente en
calcio
CagH2(P0O4)s-5H.0, OCP Fosfato 1.33 Célculos dentales y
octacalcico urinarios
Cas(PO.), b-TCP B-Fosfato 1.5 Calculos dentales y
tricalcico urinarios,
Calcificaciones en
tejidos blandos
Cas(P0O.),, a-TCP o-Fosfato 1.5 No encontrado
tricalcico
Cax(PO4)y-nH,0, ACP Fosfato de calcio 1.2-2.2 Calcificaciones en
amorfo tejidos blandos
CaHPO4-2H,0, DCPD Fosfato dicélcico 1.0 Célculos dentales y
dihidrato urinarios
CaHPO,4, DCPA Fosfato dicalcico 1.0 No encontrado
anhidro

Tabla 1.2 Distintos tipos de fosfatos de calcio y su relacion con tejidos biolégicos

El desarrollo de materiales avanzados para aplicaciones biomédicas constituye

uno de los ejes fundamentales de la ingenieria de materiales. El mayor potencial para
la reparacion y disefio de sustitutos 6éseos proviene de los materiales derivados de
hidroxiapatito (Aoki, 1991), los cuales, por sus caracteristicas intrinsecas, pueden
desarrollar fuertes interacciones con el tejido 6seo, tienen un destacado
comportamiento osteoconductivo, resisten la bioresorcion y no muestran efectos
adversos sobre el organismo humano. El comportamiento biolégico de las ceramicas
de hidroxiapatito depende de muchos factores, en particular de su historia quimica,
microestructura y porosidad (Orlovskii et al., 2002). En la Tabla 1.3, mostrada a
continuacion, se comparan las propiedades mecanicas de hidroxiapatito con las del
hueso cortical humano:
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PROPIEDAD HUESO CORTICAL HIDROXIAPATITO
HUMANO

DENSIDAD (G/CM?) 1.5-2.0 3.16

MODULO DE YOUNG (GPA) 7-30 70-120

DUREZA (KNOOP) 130-170 2000-3500

RESISTENCIA A LA TENSION (MPA) 50-150 40-100

RESISTENCIA A LA COMPRESION 100-230 100-900

(MPA)

RESISTENCIA A LOS FRACTURA 2-12 0.8-1.2

(MPA MP5)

Tabla 1.3 Comparacion de las propiedades mecanicas del hueso cortical humano vy el
hidroxiapatito (Helch and Wilson, 1999)

La naturaleza quebradiza del hidroxiapatito lo hace inadecuado para aplicaciones
ortopédicas en las que se deban soportar grandes cargas. Sin embargo, para
recubrimientos de implantes metalicos con fosfatos de calcio es posible combinar la
resistencia mecéanica del metal con la compatibilidad biolégica del mineral. Los
estudios clinicos han confirmado la eficacia de los implantes ortopédicos recubiertos
con hidroxiapatito (Best, 2012)

Hidroxiapatito (HA) denso y poroso

Se han utilizado diversas técnicas de recubrimientos de metales con hidroxiapatito
dependiendo de la microestructura deseada y propiedades del material. En implantes
que deben resistir cargas mecanicas, la estrategia es usar ceramicas densas, con
mejor resistencia que las ceramicas porosas. En este caso, las ceramicas contienen
particulas de tamafio pequefio que, de acuerdo con la ecuacion de Hall-Petch [1], da
lugar a una mayor resistencia mecénica comparado con de materiales de tamafo de
grano mas grande

6= oo + bd12 [1]

donde ooy b son constantes y d es el tamafio de grano.

Las caracteristicas fundamentales de las ceramicas densas son la resistencia a la
flexion, a la tensidon y a la fractura. Los valores de la resistencia a la flexion, a la
compresion y a la tension se encuentran dentro de los intervalos 38-250, 120-150 y
38-300MPa respectivamente. La gran dispersion se debe a la distribucion aleatoria de
la carga y los efectos de la microporosidad residual, el tamafio del grano, las
impurezas, etc. (Orlovskii et al., 2002)

El modulo de Weibull del hidroxiapatito denso oscila entre 5-18, caracteristico de
los materiales fragiles. El coeficiente de propagacion de grietas se encuentra entre 26
y 80 en atmosferas secas y entre 12 y 49 en atmosferas humedas indicando una gran
sensibilidad de la propagacion de grietas. (Orlovskii et al., 2002). El modulo de Young
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del hidroxipatito denso varia entre 35 a 120GPa, dependiendo de la porosidad residual
y de las impurezas. El médulo de Young de la flexion se encuentra entre 44 y 88GPa.
La resistencia al desgaste y el coeficiente de friccion es comparable con los del
esmalte.

PROPIEDADES MECANICAS DE LOS TEJIDOS DUROS

Tejido Resistencia a Resistencia a Modulo de
la compresion, latension, MPa elasticidad, GPa
MPa
Tejido cortical 88-164 89-114 3.9-11.7
Dentina 295 52 18.2
Esmalte 384 10 82.4

Tabla 1.4 El hidroxiapatito densa tiene una resistencia a la flexién, a la compresion y a la
tension de 38-250, 120-150 y 38-300MPa respectivamente, que coinciden significativamente con
las propiedades mecanicas del tejido cortical, aunque no asi con las de la dentina y el esmalte.
En cambio su médulo de Young es similar al del esmalte, asi como su resistencia al desgaste y
su coeficiente de friccién. (Orlovskii et al., 2002)

Entre las aplicaciones mas importantes de HA denso se encuentran los
dispositivos hipodérmicos para didlisis intestinal ambulante a largo plazo, la medida
de la presion arterial y el azlcar en sangre y los exdmenes Opticos de los tejidos
internos. Las ceramicas densas de HA muestran una excelente biocompatibilidad con
la piel, muy superior al de silicona caucho, material ampliamente utilizado para estos
fines. (Hench, 1991)

El hidroxiapatito poroso es mas atractivo que el hidroxiapatito denso para ciertas
aplicaciones, como por ejemplo para el recubrimiento de superficies articulares o para
dispositivos de liberacion de medicamentos. Para asegurar el suministro de sangre y
el crecimiento hacia el interior y la fijacibn del hueso, el diametro de poros
interconectados debe ser al menos 100-135 mm. También son necesarios los poros
mas pequeiios, que favorecen la adsorcion de proteinas y adhesion de las células
osteogénicas. Por lo tanto, la distribucion de tamafio de poro en ceramicas porosas
debe ser bimodal. (Wojciech Suchanek, 1997)
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Figura 1.8 Resistencia a la tension en funcién de la porosidad en los hidroxiapatitos.
Adaptaciéon de (Wojciech Suchanek, 1997)
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Considerando que la resistencia a la compresion de la ceramica porosa es
suficientemente alta (2-100 MPa), su resistencia a la flexiéon (2-11 MPa) es menor que
el nivel necesario en un factor de 2-3. Con el aumento de la porosidad, la fuerza de la
ceramica disminuye bruscamente (Figura 1.8). Los efectos de la porosidad P en la
resistencia a la compresion oy en el Médulo de Young E del HA ceramico producida
por sinterizacion a 1.100 ° C se estudiaron en (Metsger et al., 1999). Tanto o como E
decrecieron a medida que aumenta la porosidad.

Injertos 0seos

El injerto 6seo es un procedimiento quirdrgico en el que se reemplaza una parte
del hueso para de reparar fracturas o lesiones complejas, que suponen un riesgo para
la salud del paciente o por falta de curacion apropiada. El hueso tiene la capacidad de
regenerarse pero, para ello, necesita una estructura soporte. Los injertos pueden ser
autdgenos o autoinjertos, (del propio paciente), aloinjertos (de un banco de huesos) y
sintéticos (hidroxiapatito u otros materiales biocompatibles) con propiedades
mecanicas similares a las del hueso (Laurencin et al., 2006). En la mayoria de los
casos, los injertos se reabsorben a medida que el hueso va regenerandose. Para que
el injerto cumpla su proposito debe reunir una serie de caracteristicas:
osteoconduccién (capacidad de guiar el crecimiento del hueso en reparacion),
osteoinduccién (favorecer la diferenciacion celular para generar nuevos osteoblastos)
y osteogénesis (contribucion de las células vivas del injerto a la remodelacion del
hueso). Esta Ultima solo se da en autoinjertos y aloinjertos.

Recientemente se han desarrollado composites flexibles de hidrogeles con
hidroxiapatito, con una composicion mineral/matriz organica parecida a la del hueso
humano. Ademas, se puede fabricar hueso artificial a partir de ceramicas, tales como
fosfato de calcio (HA y fosfato tricalcico), bioglass y sulfato célcico, que son
biol6gicamente activas dependiendo de su solubilidad en el ambiente fisioldgico. Estos
materiales se combinan con factores de crecimiento, con iones como Sr?*, que
aumentan la densidad de masa 6sea y la proliferacién de osteoblastos, o se mezclan
con médula 6sea para incrementar la actividad biologica (Kumar et al., 2013).

Desde la década de los 80, diversos materiales ceramicos de HA han sido
utilizados en cirugia ortopédica, dental o craneofacial (Matsumine et al., 2004). EI HA
poroso con una resistencia adecuada se ha estado investigando como un sustituto
0seo ideal mucho tiempo (Simon et al.,, 2008) y (Yoshikawa et al., 2009).
Recientemente se ha desarrollado una ceramica con porosidad interconectada
adecuada para la ingenieria de tejido 6seo, debido a que facilita la introduccién de
células mesenquimales, agentes osteotropicos y la vascularizaciébn en los poros
(Yoshikawa et al., 2009)
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Implantes 0seos

A la hora de elegir un material para implantes 6seos se debe tener en cuenta las
condiciones biologicas a las que va a estar sometido, las propiedades del mismo, la
respuesta que se espera del material y, por supuesto, su coste. También se debe
tener en cuenta que no produzca una respuesta inmune o rechazo, ya que el sistema
inmune actia sobre todo material externo que no sea biocompatible. La
carcinogénesis en células colindantes al implante también debe ser considerada. Los
materiales no solo han de tener un minimo impacto negativo en el cuerpo sino también
gue sean, a ser posible, bioactivos y ayuden al crecimiento y reparacion de los tejidos.
Las idoneidad de las propiedades de los materiales dependen mucho del tipo de
implante, ya que, por ejemplo, las propiedades mecénicas de una protesis de rodilla
son muy diferentes a las de cadera o codo. Por ultimo, el coste es un factor clave a la
hora de elegir los materiales a utilizar, ya que un precio muy elevado, aunque posea
unas propiedades sobresalientes, hace inviable la comercializacién del implante.

Para fijar las protesis tradicionalmente se ha utilizado como cemento 6seo un
polimero, el polimetimetacrilato (PMMA), que permite distribuir la carga de manera
mas uniforme entre el hueso y el implante a la vez que fija este en su lugar. Sin
embargo este material presenta algunos efectos secundarios notables. Por ejemplo,
durante su endurecimiento (entrecruzamiento de las cadenas del polimero) se libera
una gran cantidad de calor que puede causar necrosis en el hueso y alargar el periodo
de recuperacion.

Otra alternativa a la fijacibn con PMMA es recubrir la superficie del implante con
una capa de material poroso, lo que fomenta la interaccion con el tejido al permitir que
el hueso crezca en los poros. Por tanto, favorece la osteointegracion del implante,
definido como “una conexidon directa, estructural y funcional entre el hueso vivo,
ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional”.
(http://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/bones/structure.php)

La funcion del hidroxiapatito (Faig-Marti and Gil-Mur, 2008) en las protesis
articulares consiste en acelerar el proceso de formacion ésea. La capa de biomaterial
de hidroxiapatito acelera la sefializacion celular y la adsorcidén de proteinas de la matriz
extracelular, para después producirse la adhesion, proliferacion y diferenciacion de
osteoblastos alrededor del material. En este tipo de protesis recubiertas de HA se
utiliza el metal, debido a la resistencia mecanica y tenacidad de éste (acero inoxidable,
aleaciones de titanio o aleaciones de cromo-cobalto) con funcion especificamente
estructural, y la capa bioactiva, cuya misién es hacer mas rapida la fijaciéon bioldgica
de la protesis.

El revestimiento se realiza a una temperatura elevada, pero tiene el inconveniente
de que HA se enfria a distinta velocidad que el implante metalico, debido al mayor
coeficiente de expansién térmica del primero con respecto a la mayoria de los
materiales metalicos utilizados. Esto puede generar tensiones térmicas y causar
agrietamiento de la superficie del implante, por ello se estd estudiando nuevas
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aleaciones metalicas, como las aleaciones con manganeso, para que los coeficientes
de expansion térmica sean mas coincidentes.

Electroforesis

EL hidroxiapatito tiene muchas mas aplicaciones ademas de las ya mencionadas,
en particular es muy util para la purificacion y el fraccionamiento cromatogréfico del
ADN. La doble hélice de ADN se une al hidroxiapatito con mayor fuerza que otras
moléculas. Por tanto, puede aislarse facilmente ADN a partir de una suspension de
material celular, haciéndolo pasar a través de una columna de hidroxiapatito. A
continuacion, se lava dicha columna con una disolucion amortiguadora de pH de baja
concentracion en fosfato, para eliminar solo RNA y proteinas. Finalmente, el ADN se
puede eluir con una solucion mas concentrada de fosfato. Ademas, el ADN de cadena
simple se eluye del hidroxiapatito a una concentracion menor de fosfatos que el ADN
de doble hélice (Voet and Voet, 2006).

Relleno facial

EL hidroxiapatito también se utiliza como relleno facial semipermanente (Aced
Jimeénez et al., 2013). Para este tipo de aplicaciones el hidroxiapatito se presenta en
granulos de 25-45um en un gel formado en una mezcla de agua, glicerina y
carboximetilcelulosa. A pesar de las propiedades presentadas en los tejidos 6seos no
se describen calcificaciones ni osteogénesis en el area de inyeccion. Este tratamiento
es efectivo en surcos y depresiones profundas como mejillas o mentdn. En un primer
momento el hidroxiapatito desempefia una funcién de relleno (0-3 meses), después,
de manera indirecta, el aumento de volumen se produce debido a la formacion de
colageno por parte de los fibroblastos. El hidroxiapatito puede perdurar 18-24 meses
antes de ser reabsorbido.

Accion farmacologica de los fosfonatos

Quimicamente, los fosfonatos y los acidos fosfonicos son compuestos
organofosforados que contienen grupos [C-PO(OH)2] o [C-PO(OR):]. Estas sustancias
son poco solubles en disolventes organicos pero suelen ser bastante solubles en
agua. Algunos bisfosfonatos sintéticos (con uniones quimicas P-C-P) se han
empleado desde hace tiempo como farmacos para el tratamiento de diversas
enfermedades de los huesos, entre otras la enfermedad de Paget, hipercalcemia
maligna y osteoporosis (Rodan and Fleisch, 1996). Estas sustancias ejercen un
control en la formacién y disolucion de fosfatos de calcio in vitro, asi como en la
mineralizacion y resorcion del hueso in vivo. Se unen fuertemente al mineral del hueso,
hidroxiapatito, ademas el grupo P-C-P es resistente a la hidroélisis enzimatica lo que
explica por qué los bisfosfonatos se excretan sin alteracién bioquimica.

La accion farmacoldgica clave de los bisfosfonatos es la inhibicién de la resorcion
del hueso. El mecanismo de esta accion todavia no sido dilucidado y puede variar de
un fosfonato a otro.
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En el presente trabajo se ensaya una variante de la sintesis de hidroxiapatito
convencional (Caio(PO4)s(OH)z2), incorporando cantidades variables de P como 2-
hidroxifosfonoacetato (CazHsOesP) (Figura 1.9) en distintas proporciones (1-10%
molar), con respecto al P total, manteniendo las proporciones estequiméticas Ca/P
del hidroxiapatito, es decir Ca/P = 10/6. EIl objetivo principal es estudiar la influencia
de este fosfonato en las propiedades del hidroxiapatito, su compatibilidad quimica y
su viabilidad en el uso médico. Esta sustancia no ha demostrado ningun efecto nocivo
al medio ambiente, es muy barata y los productos de degradacién quimica carecen de
toxicidad (Bazaga-Garcia et al., 2012).
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Figura 1.9 Acido 2-hidroxifosfoacético (HPAA) y diferentes ligandos fosfonatos derivados
del acido (A, By C)
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2. Motivacion y Objetivos

2.1 Motivacion

Este trabajo es una introduccién a la investigacion en Ciencia de Biomateriales
dentro del campo de la Ingenieria de la Salud. La importancia actual del hidroxiapatito
ha quedado sobradamente demostrada por sus numerosas aplicaciones en
biomedicina y sus propiedades farmacologicas. Aqui se estudia el efecto de la adicion
de un fosfonato (2-hidroxifosfoacetato) [1-10%] en las propiedades fisicoquimicas del
hidroxiapatito y su biocompatibilidad de cara a evaluar sus posibles aplicaciones como
biomaterial.

2.2 Objetivos
1. Preparar materiales derivados de hidroxiapatito para uso médico.
2. Determinar el papel estructural del fosfonato en la red de hidroxiapatito.
3. Estudiar la influencia del fosfonato: 2-hidroxifosfoacetato en las propiedades
de hidroxiapatito y su compatibilidad quimica.
4. Estudiar la viabilidad de los materiales hibridos obtenidos
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3. Teécnicas instrumentales
3.1 Analisis elemental C, N y H (CNH)

El andlisis elemental es una técnica que proporciona la cantidad relativa de
carbono, hidrogeno, nitrdgeno y azufre presente en un amplio rango de muestras de
naturaleza organica e inorgénica tanto sélidas como liquidas. La técnica esta basada
en la completa e instantanea oxidacion de la muestra mediante una combustion con
oxigeno puro a una temperatura aproximada de 1000°C. Los diferentes productos de
combustion CO2, H20 y N2, son transportados mediante diferentes técnicas (columna
cromatografica, infrarrojos) y son medidos teniendo en cuenta el peso de la muestra
y los datos obtenidos por la muestra patrén.

Equipo experimental:

Se han realizado los analisis elementales de CNH en un analizador Perkin-Elmer
240 (Figura 3.1) situado en los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI)
de la UMA: Para producir la combustion total de los compuestos, las muestras fueron
calcinadas por encima de los 1000°C en una atmosfera rica en oxigeno.

Figura 3.1 Analizador Perkin Elmer 240
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3.2 Andlisis térmico diferencial y termogravimeétrico (ATD-
TG)

El analisis térmico diferencial y termogravimeétrico consiste en estudiar la conducta
térmica de una muestra con respecto a una muestra control, en nuestro caso Al,(l;,
estable en condiciones de medida.

Este analisis implica un calentamiento de la muestra junto con la de referencia. El
analisis térmico diferencial permite conocer si la muestra absorbe o libera energia
durante el calentamiento:

- Procesos exotérmicos: Son debidos a reacciones o procesos que transcurren
con desprendimiento de calor (oxidaciones, combustiones, reacciones
quimicas exotérmicas...) y se reflejan en la curva de ATD como maximos
respecto a la linea base.

- Procesos endotérmicos: Son consecuencia de reacciones 0 procesos que
absorben calor (pérdida de agua, transformaciones de fase, reacciones
guimicas endotérmicas...). Estas reacciones se muestran en la curva de ATD
como minimos respecto a la linea base.

El andlisis termogravimétrico se define como la técnica en que se mide el peso de
una muestra frente al tiempo o a la temperatura mientras se somete a la misma a un
programa de temperatura controlado en una atmaosfera especifica. Una caracteristica
fundamental de la TG es que sOlo permite detectar procesos en los que se produce
una variacion de peso tales como descomposiciones, sublimaciones, reduccién,
desorcion, absorcion, etc mientras que no permite estudiar procesos como fusiones,
transiciones de fase, etc.

Equipo experimental:

El analizador utilizado para el andlisis térmico de los materiales es el SDT-Q600
(Figura 3.2) de la firma TA Instruments con registro simultdneo de las curvas de
andlisis térmico diferencial (ATD), termogravimétrico (TF) y temperatura (T), en
atmosfera de aire. Las condiciones empleadas fueron de temperatura ambiente hasta
1000°C y una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

Figura 3.2 Analizador SDT-Q600
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3.3 Difraccion de rayos X
La técnica de difraccion de rayos X (XRD) se utiliza para analizar cuantitativamente
y cualitativamente las fases cristalinas de los materiales.

Se considera que los rayos-X son una forma de radiacion electromagnética de muy
alta energia y pequefa longitud de onda; del orden de los espacios interatébmicos de
los sélidos. Parte del haz de rayos-X que incide en un sélido se dispersa en todas las
direcciones, debido a los electrones asociados a los &tomos o iones que se encuentra
en el camino, pero el resto del haz puede llegar a dar lugar al fendmeno de difraccion
de rayos-X, que tiene lugar si se cumplen las condiciones dadas por la Ley de Bragg
y si existe una disposicion ordenada de atomos. La Ley de Bragg [2] relaciona la
longitud de onda de los rayos-X y la distancia interatdmica con el angulo de incidencia
del haz difractado. Si no se cumple dicha ley la interferencia es de naturaleza no
constructiva y el campo de haz difractado es de muy baja intensidad.

Haz
difractado

Haz
incidente

atomicos |

Figura 3.3 Dispersion de Bragg
nd = Zdhki sin & [2]

Donde n es un numero entero, 4 es la longitud de onda del haz de rayos-X utilizado,
d es la separacion entre los planos del cristal y # es el angulo de incidencia de los
rayos-X. Solo cuando el angulo de incidencia satisface la ecuaciéon de Bragg se
produce la difraccion de rayos-X. La identificacion de especies a partir del
difractograma resultante esta basada en la posicion de las lineas de difraccion y sus
intensidades relativas.

Equipo experimental:

Los difractogramas de rayos-X de las distintas muestras se realizaron en un
difractometro automético PANanalytical EMPYREAN con detector PIXcel (Figura 3.4).
Los difractogramas de rutina se tomaron usando una configuracion de reflexion
(Bragg-Brentano) con monocromator primario Ge(111), radiacion incidente Cuk,,, y
detector Z'Celerator. Las condiciones de medidas fueron: region angular entre 5 y 80°
(20) y tamario de paso de 0.033°.
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Figura 3.4 Difractometro automatico PANanalytical EMPYREAN

3.4 Analisis de Rietveld

El método de Rietveld se basa en la comparacion difractograma medido
experimentalmente y otro calculado, tratando de minimizar la diferencia entre los dos
variando una serie de parametros. El afinamiento de Rietveld requiere un previo
conocimiento de los datos de la estructura del cristal, tales como las posiciones
atomicas.

Con un andlisis de Rietveld es posible determinar la composicion de fases en un
material multifasico, la orientacién preferente, los parametros de red con precision
para un material dado, sustituciones atomicas en la estructura, el tamafio de los
cristales, posibles microdeformaciones a partir del ensanchamiento de pico y, por
ualtimo, la cantidad de material amorfo presente.
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Figura 3.5 Ejemplo de afinamiento de Rietveld.
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3.5 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectrocopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que
se emplea para obtener un espectro infrarrojo de absorcion, emision,
fotoconductividad o dispersion Raman de un sélido, liquido o gas. Un espectrémetro
FTIR recoge simultaneamente datos espectrales de alta resolucion en un amplio
intervalo del espectro. El término FTIR se origina por el hecho de los datos brutos se
convierten en el espectro real utilizando un transformada de Fourier.

El objetivo de la espectroscopia de absorcion es medir como absorbe una muestra
la luz a cada longitud de onda, para ello se ilumina la muestra con haz de luz que
contiene muchas longitudes de onda a la vez y se mide la cantidad que ha absorbido
la muestra de ese haz. Este proceso se repite sucesivas veces para con diferentes
combinaciones de frecuencias. Posteriormente se procesan los datos utilizando una
transformada de Fourier.

Equipo experimental:

El espectro infrarrojo se obtuvo con un accesorio ATR MIRacle ATR de PIKE
Thechnologies acoplado al espectometro FTIR FT/IR-4100 de JASCO. El rango del
espectro obtenido se encuentra entre 4000-600cm con una resolucién de 4cm™™,

3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido consiste en un conjunto de técnicas que
relacionan la interacciébn de un haz de electrones que rastrea la superficie de la
muestra con la misma. Se generan electrones secundarios, electrones
retrodispersados, rayos X y electrones Auger, entre otros, para proporcionar
informacion acerca de la topografia de la superficie, la composiciébn y otras
propiedades de la muestra que se desea caracterizar. Es preciso que las muestras
sean conductoras para que la transmision de electrones sea correcta. Una serie de
electroimanes que conforman las lentes del detector miden la cantidad e intensidad
de electrones devueltos por la muestras y forman con dicha informacion una imagen
3D. La resolucion de los microscopios electronicos de barrido se encuentra entre 4 y
20nm, dependiendo del equipo.

Equipo experimental:

Se lleva a cabo el andlisis de nuestras muestras en el microscopio electrénico de
barrido FEI Quanta FEG 250 (Figura 3.6) del Centro Andaluz de Nanomedicina y
Biotecnologia BIONAND. Se han utilizado distintas configuraciones del equipo en
funcién de la magnificacién y resolucién deseada, utilizando un detector LFE, aunque
mayoritariamente se ha utilizado una configuracion a bajo vacio con una presion de
50Pa, un voltaje de 5KV y un spot 3.
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Figura 3.6 Microscopio electronico de barrido FE Quanta FEG 250

3.7 Analisis de superficie

El andlisis de superficie consiste en caracterizar la superficie porosa de los solidos
y la quimisorcion. Gracias a este andlisis se determinan el area superficial, tanto
interna como externa, la distribucion, el volumen y el tamafio de poro. EI método
utilizado para el analisis de superficie es el BET (Brunauer et al., 1938). Este método
asume que el nitrégeno a baja temperatura (77K) va a ser absorbido por las superficies
sélidas limpias y llenara toda la superficie del sélido formando capas multiples. La
ecuacion BET permite el calculo de la superficie el sélido.

Equipo experimental:

El andlisis de nuestras muestras se lleva a cabo en el equipo automatico
MICROMERITICS ASAP 2020 del SCAI. El equipo genera las isotermas de adsorcion-
desorcion de Nz a 77K, que se desarrollan variando la presion relativa (P/Po) del gas
a una temperatura constante y registrando el volumen de gas absorbido en la
superficie del sélido.

Figura 3.7 Equipo MICROMERITICS ASAP 2020
24



TFG - Carmen Méndez Ramos Materiales y Métodos

4. Materiales y Métodos

4.1 Reactivos
Para la sintesis de los materiales de apatito, se emplearon los siguientes productos
comerciales:

Hidroxido de calcio
Ca(OH)2, Vetec, 97%, 3% de CaCO3

Fosfato dicalcico
CaHPOQOa4, Aldrich, 99%

Acido fosférico
HaPO4, Vetec, 85%

Fosfato de potasio monobasico
KH2PO4, Vetec, 98%

Acido 2-Hidroxifosfonoacético (HPAA), 50%
Biolab. Desidad=1.3Kg/mL.

Ademas se elabord en el laboratorio el reactivo hidroxifosfoacetato de calcio.

4.1.1 Preparacion del reactivo hidroxifosfoacetato de calcio:
Ca(HO3sPCHOHCOO)-3H20 (CaHPAA)
Para la preparacion del reactivo hidroxifosfoacetato de  calcio

Ca(HO3sPCHOHCOO)-3H20 (10 g) se ha seguido el procedimiento descrito en la
bibliografia (Colodrero et al., 2011) que basicamente consiste en hacer reaccionar
en medio acuoso una sal de calcio (Ca(NOs)2-4H20 o CaClz) con el &cido fosfénico
H203PCHOHCOOH (HPAA) en proporciones estequiométricas y ajustando el pH a 2
con KOH conc. El solido obtenido se filtré al cabo de tres dias y se lavé con agua
destilada varias veces hasta pH proximo a la neutralidad. El rendimiento fue del
63.42%.
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4.2 Muestras

4.2.1 Preparacion de las muestras

En la sintesis de los materiales de apatito se ha empleado distintos porcentajes de
fosfonato (Tabla 4.1) en relacién con el fosforo total de las muestras, para comprobar
el efecto del fosfonato en las propiedades de los productos resultantes.

Muestra (Fosfonato/P total) x100
AP-1% | 1
AP-3% | 3
AP-5% | 5
AP-7% | 7
AP-10% | 10

Tabla 4.1 Proporciones de fosfonato/fésforo total en las distintas muestras

4.2.1.1Sintesis mecanoquimica

Los reactivos se mezclaron en un molino planetario Fritsch Pulverisette 7 (Figura
4.1) aplicando ciclos de molienda de 30 min durante 24 h, con periodos de reposo de
2 min., manteniendo la proporcionalidad estequiométrica dada en la ecuacion [3]. La
molienda se realiz6 en reactores ceramicos con bolas de circona (ZrO).

Ca OH ,+ KH,PO, + xCa HOsPCHOHCOO - 3H,0
- Eﬂin Fﬂq_ G=1% HPAA x DHZ ) [3]
x= 0.06-0.6.

Figura 4.1 Molino planetario Fritshc Pulverisette 7

4.2.1.2 Sintesis por adicion lenta de acido fosférico

Valoracion lenta (gota a gota) de una mezcla de Ca(OH)2 y CaHPAA con
H3PO4(85%) a 90-100°C, en proporciones estequiométricas [4]. Una vez finalizada la
reaccion, los soélidos se separaron por centrifugacion a 8000 rpm. A continuaciéon se

lavaron con agua destilada hasta pH neutro del agua de lavado y se secaron en estufa
a 60°C.
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Ca OH ,+ HyPO, + xCa HO.PCHOHCOO - 3H,0 + nH,0
= Cay, PO, ., HPAA , OH, -nH,0 (4]
x= 0.06- 0.6.

4.2.2 Tratamiento térmico de las muestras
Las muestras sintetizadas por adicion lenta de acido fosforico fueron sometidas a

dos tratamientos térmicos:

- Secado a 60°C: Se lleva a cabo en una estufa durante aproximadamente 24
horas tras la centrifugacion y el lavado de las muestras. Muestras AP-1%-60 a
AP-10%-60.

- Tratamiento térmico a 150°C: Este tratamiento se realiza en horno durante 24h
para eliminar el exceso agua de las muestras existente tras el secado a 60°C.
Este tratamiento no produce degradacion de fosfonato presente en las
muestras. Muestras AP-1%-150 a AP-10%-150.

- Tratamiento térmico a 900°C: Se realiza la calcinacion a esta temperatura por
1 hora para eliminar todos los componentes volatiles y la materia organica y
poder estudiar asi su efecto. Muestras AP-1%-900 a AP-10%-900.

4.2.3 Preparacion de pastillas
Para la realizacion del estudio de biocompatibilidad, asi como obtener imagenes

SEM, se preparan las muestras en forma de pastillas, para una mayor comodidad en
su manipulacion.

Para el estudio de biocompatibilidad se preparan tres pastillas de cada muestra
tratada a 150 grados, teniendo un total de 15 pastillas de 5mm de diametro y con unos
pesos comprendidos entre 0.0988 y 0.0706g. Se aplica una fuerza de 2 Pa en
repetidas ocasiones para asegurar la compactacion de las pastillas. Para el andlisis
de microscopia SEM se prepararon de pastillas de las muestras tratadas a 150°C y de
las muestras AP-10%-60 y AP-10%-900 de igual tamafio y peso.

4.2.4 Caracterizacion de las muestras

4.2.4.1Estudio de biocompatibilidad
El estudio de biocompatibilidad se lleva a cabo con lo sélidos AP-X%-150. En la

primera parte del proceso se preparan y esterilizan las muestras. Para la esterilizacion
son tratados nuevamente a 150°C. Las muestras en forma de pastillas estériles (se
ponen en presencia de células mesenquimales de rata durante 3 dias a 37°C con una
humedad del 90% y un 5% de CO:2. Utilizamos 80000 células por cada muestra,
incluyendo la muestra control de HA, en 3 ml de medio formado por 10% de suero,
1% de penicilina y esterotomicina, 0.5% de fungizona, 1.25% de glutamina y 87.25%
de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium).

Todo este proceso se realizd en el departamento de Biologia Celular, Genética y
Fisiologia bajo la supervision de J. A. Andrades Gomez y de S. Claros Gil.
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5. Resultados y Discusion

5.1 Sintesis de los materiales

Es bien conocido que, desde un punto de vista estructural y quimico, el
hidroxiapatito es el material mas similar al componente mineral de huesos y dientes.
Por lo cual, el desarrollo de nuevas técnicas preparativas y la introduccion de
innovaciones en sus propiedades, con vistas a su aplicacion en el campo de la
biomedicina, son objetivos prioritarios. Por esta razén, se intentd, en primer lugar,
obtener hidroxiapatito por sintesis mecano-quimica. Este procedimiento es atractivo
porque evita el uso de disolventes y temperaturas de sintesis elevadas. El
procedimiento se basa en una reaccion de estado sélido, mediante molienda en
molino de bolas, de una mezcla de los reactivos: Ca(OH): (hidroxido de calcio),
CaHPAA (2-hidroxifosfonoacetato de calcio) y CaHPO4-2H20 (hidrogenofosfato de
calcio dihidrato). Después de 24 h de molienda, los reactivos seguian practicamente
intactos, sin apenas aparicion del producto deseado. Por consiguiente, se modificaron
las condiciones de sintesis con el objeto de obtener el producto de hidroxiapatito con
un alto rendimiento. Para ello, se aplico una variante del método recomendado por
Mcdowell et al., (1977).

El método utilizado en este trabajo para la sintesis de los materiales de
hidroxiapatito, conteniendo cantidades variables de fosfonato (1, 3, 5, 7 y 10%, en
moles respecto del fosforo total), consiste basicamente en gotear lentamente desde
una bureta una disolucion diluida de HsPOas sobre una suspension acuosa que
contiene una mezcla de Ca(OH)2 y CaHPAA, mientras se agita vigorosamente. La
relacion molar final Ca/P fue la estequiométrica, es decir Ca/P = 10/6 = 1,67. Para
obtener un alto rendimiento de hidroxiapatito, la temperatura durante la reacciéon se
mantuvo muy proxima a 100°C (Boanini et al., 2010).

Después de la reaccion, los solidos se separaron por centrifugacion y se lavaron 3
veces con agua destilada. A continuacion se secaron en estufa a 60°C. Una vez secos,
los solidos se sometieron a diferentes analisis de rutina con el fin de determinar su
grado de pureza y su contenido de agua. En la Figura (5.1) aparece el difractograma
de una muestra representativa de los productos obtenidos en estas condiciones. Los
resultados indican que el producto es una mezcla de dos fases cristalinas:
hidroxiapatito y brusita (Ca(HPOa4)-2H20). Este ultimo es un fosfato de calcio de
naturaleza acida, que se forma cuando el pH de la reaccibn no se mantiene
suficientemente alto. No se establecié ningun control de pH con el objeto de no afadir
iones extrafios al medio de reaccion. Consecuentemente, no es de extrafiar esta
mezcla de fases.
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H id roxlapat|to

Bruslta

Figura 5.1 Difractograma de la muestra AP-10%-60 en el que se observan las lineas de
difraccion caracteristicas tanto de apatito como de brusita

Con el objeto de incrementar ain mas el rendimiento en hidroxiapatito, se decidio
someter los so6lidos a un tratamiento térmico a 150°C. Asi, el mineral brusita, por su
naturaleza reactiva, reacciona con la fraccion amorfa que contiene el material y
aumenta a su expensa la fase de hidroxiapatito. Esta temperatura se considera
adecuada puesto que ademas se elimina agua, disminuye la fraccion amorfa y es
suficientemente baja para no degradar el ligando de fosfonato presente en el producto.

Los materiales tratados a 150°C son denominados a partir de aqui con el acronimo
AP-X%-150 para distinguirlos de los recién sintetizados que se mencionaran como:
AP-X%-60, donde X representa el porcentaje molar de fosfonato (con relacion al
fésforo total) y el segundo numero indica la temperatura a la que se trataron los solidos
preparados.

En las Figuras 5.2 y 5.3 se muestran las curvas de analisis termogravimétrico (TG)
de los materiales AP-1%-60 y AP-10%-60 obtenidos. A partir de este analisis se
observa un diferente grado de hidratacion de las muestras, que depende no solo de
la composicion de las mismas, sino también de su exposicion a las condiciones
ambientales. Por tanto, las muestras de referencia en las que nos centraremos a partir
de ahora seran las denominadas AP-X%-150, las cuales tienen una composicion
constante, menos agua y son mas puras en hidroxiapatito.
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5.2 Analisis quimico
En la Tabla 5.1 se recogen los datos de analisis quimicos para los materiales
sintetizados y en la Tabla 5.2 se presentan las formulas empiricas correspondientes.

% C %H
Muestra Exp. Tedrico | Exp. Tedrico
AP-1%-60 0,316 0,32 0,631 0,61
AP-3%-60 0,570 0,57 10,843 0,82
AP-5%-60 * 0,538 — 4,451 —
AP-7%-60 0,712 0,71 | 1,654 1,65
AP-10%-60 1,262 1,29 |1,116 1,2

Tabla 5.1 Porcentajes de carbono e hidrégeno experimental y calculado para las muestras
sintetizadas 60°C

Muestra Formula
AP-1%-60 Cag g0 (HPO4)0,03 (PO4)s,7s|HO3P-CH(OH)-CO2]0,09(CO3)0,1(OH).-2H-.0O
AP-3%-60 Caoes (HPO4)o1 (PO4)s6[HOsP-CH(OH)-CO2]o.2(CO3)0.1(OH)2-3H,0
AP-5%-60 *
AP-7%-60 Caggr (PO4)s,66[HOsP-CH(OH)-CO2]034 (OH)2-8H,0
AP-10%-60 Cao7 (PO4)s4[HOsP-CH(OH)-CO2o6 (OH)2-5H,0

Tabla 5.2 Formulas empiricas derivadas de las muestras sintetizadas *No calculada por
exceso de hidratacion de la muestra

A partir de los datos de analisis quimico se puede afirmar que los materiales
sintetizados y secos en estufa a 60°C son todavia de naturaleza quimica compleja,
destacando su no estequiometria con relaciéon a la férmula del hidroxiapatito de
referencia, Caio(POa4)s(OH)2. Ademas de ser ligeramente deficientes en calcio, en
general contienen gran cantidad de agua y en algunos casos la formula requiere la
presencia de pequeiias cantidades de hidrogenofosfato y carbonato para mantener la
electroneutralidad del compuesto. La presencia de carbonato en hidroxiapatito es
bastante frecuente en preparaciones de laboratorio (Markovic et al., 2004). Esta
complejidad no es rara en estos materiales, ya que la composicion, las propiedades
fisicoquimicas, tamafio de cristal y la morfologia de los apatitos sintéticos son
extremadamente sensibles a las condiciones de preparacion (Markovic et al., 2004).
Por esta razon y con el objeto de obtener materiales mas puros, las muestras secas a
60°C se sometieron a un tratamiento térmico a 150 °C durante 24 h. El resultado de
este tratamiento se muestra en la siguiente secciéon, donde se analizan las muestras
por difraccion de rayos-X.

32



TFG - Carmen Méndez Ramos Resultados y Discusion

5.3 Difraccion de Rayos-X
Los diagramas de difraccidbn de rayos-X se muestran en las Figuras 5.4-5.8.

Asimismo los datos estructurales obtenidos por afinamiento de Rietveld aparecen en
la Tabla 5.3.

B Hidroxiapatito 81, 3%
B Mornetita 8,74
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Figura 5.4 Difractogramas de rayos-X experimental (—), calculado (—) y curva diferencia (—
abajo) obtenidos por afinamiento de Rietveld para la muestra AP-1%-150. Los principales picos
de la fase cristalina minoritaria (monetita) aparecen marcados en verde.
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Figura 5.5 Difractogramas de rayos-X experimental (—), calculado (—) y curva diferencia (—
abajo) obtenidos por afinamiento de Rietveld para la muestra AP-3%-150.
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Figura 5.6 Difractogramas de rayos-X experimental (—), calculado (—) y curva diferencia (—
abajo) obtenidos por afinamiento de Rietveld para la muestra AP-5%-150.
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Figura 5.7 Difractogramas de rayos-X experimental (—), calculado (—) y curva diferencia (—
abajo) obtenidos por afinamiento de Rietveld para la muestra AP-7%-150.
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Figura 5.8 Difractogramas de rayos-X experimental (—), calculado (—) y curva diferencia (—
abajo) obtenidos por afinamiento de Rietveld para la muestra AP-10%-150. Los principales picos
de la fase cristalina minoritaria (brusita) aparecen marcados en gris.

Datos Muestras AP-X%-150
C“Stak()j% raficos =1 X=3 X=E5 X=7 X=10
hidroxiapatito
Grupo espacial | P121/c1 | P121/cl1 | P121/cl1 | P121/cl | P121/c1l
al A 9.392 9.388 9.384 9.386 9.389
b/ A 6.8904 6.8911 6.8927 6.8937 6.8893
c/ A 18.829 18.834 18.819 18.825 18.827
alpha/ ° 90 90 90 90 90
beta/ ° 119.81 119.78 119.72 119.71 119.73
gamma/ ° 90 90 92 90 90
V/ 108 pm3 1057.38300 | 1027.47200 | 1057.06200 | 1057.97600 | 1057.46300
Rwp /% * 9.01868 8.92760 9.81971 8.71351 8.51310

Tabla 5.3 Datos cristalogr,éficos seleccionados para la fase de hidroxiapatito en los diversos
materiales obtenidos *Rwp: Indice de acuerdo (weighted profile). El afinamiento es correcto si
Rwp<10%

Los datos de difraccion de rayos-X revelan que todos los materiales son altamente
cristalinos con una pequefia fraccion amorfa, detectada por las ondulaciones y la
intensidad de la sefal de fondo en los difractogramas. Entre las fases cristalinas, la
de hidroxiapatito es, con gran diferencia, la mayoritaria. S6lo los materiales AP-1%-
150 y AP-10%-150 contiene una fase cristalina adicional en muy pequefia proporcion.
El primero contiene monetita (CaHPO4) en un 8,7% y el segundo brusita
(CaHPO4-2H20) en un 2,9%. Mientras que los materiales de composicion intermedia
solo contienen hidroxiapatito como fase cristalina. Las fases cristalinas minoritarias,

35




TFG - Carmen Méndez Ramos Resultados y Discusion

en todo caso no tienen por qué afectar a la biocompatibilidad del material, ya que son
fosfatos de calcio reabsorbibles.

Resaltar que no aparece ninguna sefial de la presencia de Ca(HPAA)-3H20 que
se us6 como reactivo de partida, ni ninguna otra forma cristalina de fosfonato de calcio.
Este hecho nos lleva a pensar que el fosfonato se encuentra en la fase amorfa y no
forma parte de la estructura de hidroxiapatito, como, por otra parte seria de esperar,
dado el gran tamafo del ligando fosfonato. Es de destacar que la forma del
hidroxiapatito obtenido es monoclinica en lugar de la simetria normal hexagonal, que
es el modo habitual en que se presenta el hidroxiapatito sintetizado a baja temperatura
por via hiumeda. El hidroxiapatito hexagonal tiene el grupo espacial P63/m; en cambio
el obtenido en este trabajo tiene grupo espacial P 1 21/c 1. La sintesis de la forma
monoclinica normalmente se produce a temperaturas muy elevadas, aunque es la
forma termodinamicamente mas estable (Ma and Liu, 2009). Aqui nosotros
especulamos que aunque el ligando fosfonato esté en la fraccion amorfa del material
y no forme parte del cristal de hidroxiapatito puede ejercer una funcion de control de
la cristalizacién de hidroxiapatito y, por tanto, favorecer la forma monoclinica. Ya que
en algunos materiales aparece las fases cristalinas brusita y monetita(forma
deshidratado de brusita), se piensa que el ligando fosfonato puede favorecer, en
primera instancia, la fromacion de estas fases que después se hidrolizan a
hidroxiapatito monoclinico (Ma and Liu, 2009). Por lo tanto, este es un método de
sintesis de hidroxiapatito monoclinico a baja temperatura, que evita la calcinacion del
material a T> 800°C y/o aplicacion de altas presiones (Suetsugu and Tanaka, 2002).
La mayor diferencia entre el hidroxiapatito monoclinico y el hexagonal es la orientacién
de los grupos hidroxilos en la estructura. En el monoclinico, todos los OH- de una
misma columna apuntan en la misma direccién, mientras que en la columna adyacente
la direccidn se invierte. Por otra parte, en la estructura hexagonal, los OH- adyacentes
apuntan en direcciones opuestas (Figura 5.9).
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Figura 5.9 Dibujos esquematicos de la estructura atdmica del hidroxiapatito monoclinico (A)
comparado con el hidroxiapatito hexagonal (B). En rojo se representa el hidrégeno y en azul
(grande) el oxigeno de los grupos OH-.
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5.4 Morfologia y superficie especifica

En la Figura 5.10 aparece un mosaico de imagenes SEM de las muestras
preparadas a 150°C a diferente resoluciéon. En general, los materiales estan formados
por particulas o cristales de naturaleza submicrométrica (tamafio inferior a la micra)
junto con maclas de mayor tamafio y morfologia bien definida. Por tanto, podemos
concluir que la diferente proporcién de fosfonato afecta a la morfologia del material.

Figura 5.10 Mosaico de imagenes SEM de la morfologia general de muestras tratadas en
diferentes condiciones experimentales. A) Muestra AP-1%-150; B) Muestra AP-3%-150; C)
Muestra AP-5%-150; D) Muestra AP-7%-150.

El efecto del tratamiento térmico se muestra Figura 5.11. Se observa la formacién
de particulas esféricas de tamafio menor de 1um cuando la muestra se calcina a
900°C con ausencia total de maclas a diferencia de lo observado con el tratamiento a
150°C, en el que las particulas son de menor tamafio pero en algunos casos asociadas
en maclas que pueden tener hasta 50um de tamafio.
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Figura 5.11 Mosaico de imagenes SEM de la morfologia de muestras obtenidas en diferentes
condiciones experimentales. A) Muestra AP-10%-150; B) y C) Muestra Ap-10%-900.

En la Figura 5.11 podemos ver el efecto del tratamiento térmico, al igual que en la
Figura 5.12, en las muestras con un 10% de fosfonato. Las muestras tratadas a menor
temperatura muestras formaciones de maclas de un tamafio considerable, no siendo
asi en la muestra tratada a 900°C.

Figura 5.12 Mosaico de imagenes SEM de la morfologia de las muestras con 10% de
fosfonato tratadas a diferentes temperaturas. A) Muestra AP-10%-60; B) Muestra AP-10%-150;
C) Muestra AP-10%-900.

En las Figuras 5.14 y 5.15 se muestran las isotermas de adsorcion-desorcion de
N2 a 77K para los materiales AP-1%-900 y AP-10%-900. El fundamento de una
isoterma de adsorcion-desorcion de un gas sobre una superficie solida se basa en
gue el gas se adsorbe en la superficie en funcién de su presién parcial. La medida de
la cantidad adsorbida en un intervalo completo de presiones parciales, a una cierta
temperatura, al ser representada en una grafica constituye dicha isoterma. Estas
isotermas pueden tener diferentes formas dependiendo del tipo de adsorbente, el tipo
de adsorbato y las interacciones intermoleculares entre el gas y la superficie.

Estas isotermas pueden considerarse como una combinacion de las de tipo Il y IV
segun la clasificacion de la IUPAC (International Union Pure Applied Chemistry)
(Rouquerol et al., 1994). Mientras que la de tipo Il describe una adsorcién en los
macroporos del material adsorbente con fuertes interacciones adsorbato (N2)-
adsorbente, la de tipo IV caracteriza a adsorbentes mesoporosos con afinidad
relativamente fuerte por el absorbato (a diferencia del tipo V). Las isotermas de N2
para los adsorbentes mesoporosos muestran una histéresis (no coincidencia de las
ramas de adsorcién y desorcién a igual presion relativa) debido a la condensacion
capilar (Esquema 5.1), mediante la cual los poros se llenan con N2 liquido,
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condensado desde la fase vapor, pero a una presion que es inferior a la presion de
vapor de saturacion del liquido, formandose un menisco en la interfase liquido-vapor:

Esquema 5.1 ilustracion de los fenGmenos de condensacion capilar en un mesoporo a
diferentes presiones: PA <PB < PC < PD < Psat. (Psat= presion de saturacion del liquido puro)
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/eb/Porous_medium.png)

En consecuencia, a partir de los datos obtenidos, se deduce que estos materiales
exhiben una porosidad mixta, macroporos mas una pequefia cantidad de mesoporos,
la cual se origina por la agrupacién de particulas con diferente morfologia y tamafio.
La superficie especifica (Sset, area de un material por unidad de masa determinada
por el método de Brunauer-Emmett-Teller) de los materiales estudiados después de
calcinar a 900°C oscila entre 11,2568 y 13,5066 m?/g. Dichos valores concuerdan
bastante bien con el valor medio determinado para el material (no calcinado) de
hidroxiapatito de referencia (Markovic et al., 2004), que es 18,3 m?/g, con cristales
cilindricos de tamafio medio de 0,2 um, de altura, y 0,1 um, de diametro. Al calcinar
las particulas sinterizan y aumentan de tamafio, por lo que es de esperar que
disminuya la superficie especifica ligeramente. El aumento de la superficie especifica
en la serie es paralelo al incremento del contenido de fosfonato, que a alta temperatura
experimenta una combustion térmica con liberacion de CO:2 y H20, sustancias volatiles
gue generan poros adicionalmente. Aunque su efecto queda parcialmente mitigado
por la sinterizacion de particulas a mas alta temperatura, la liberacion de mayor
cantidad de sustancias volatiles da lugar a mayor superficie y porosidad.

A partir de los datos de adsorcién de N2 se ha determinado la distribucién de
tamafos de poro para los materiales seleccionados, aplicando el método de Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) a los valores de la rama de desorcion de la isoterma de N2. El
analisis de la distribucion de poros se muestra en las Figuras 5.16 y 5.17. Segun la
clasificacion de la IUPAC, el intervalo de tamafio de los mesoporos, o poros de tamario
medio, esta comprendido entre 2 y 50 nm, siendo los macroporos de mayor tamafio y
los microporos de menor tamafio. La distribucién de tamafios de poro obtenida por
este método revela que los solidos calcinados a 900°C son, fundamentalmente,
macroporosos con una ligera mesoporosidad revelada por la histéresis en la isoterma
de Na.
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Figura 5.13 Isoterma de adsorcién-desorcion de N2 a 77K para la muestra AP-1%-900
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Figura 5.14 Isoterma de Adsorcion-Desorcion de Nz a 77K para la muestra AP-10%-900
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Figura 5.15 Distribucién del tamafio de poro seguin el método BJH (Desorcién) para la
muestra AP-1%-900.
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Figura 5.16 Distribucion del tamafo de poro segun el método BJH (Desorcion) para la
muestra AP-10%-900
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5.5 Espectroscopia infrarroja

El espectro FTIR de un material representativo de la serie de compuestos
sintetizados se muestra en la Figura 5.18. En la region de vibracion de tension (3600-
3000 cm) aparece una banda ancha sin picos definidos sobre 3400 cm™, que es
debida a la vibracién de tension, v (H-OH) de la molécula de agua. Una vibracién de
tensién supone un cambio en la distancia interatomica a lo largo del eje del enlace
entre dos atomos. Las bandas que aparecen a 2500-2200 cm! son caracteristicas de
grupos hidrogenofosfonatos, tension P-OH o v(P-OH), (Maetal., 2013) lo cual indica
que el ligando fosfonato no se encuentra totalmente desprotonado. En esa region se
encuentran también los sobretonos y combinaciones de los modos vs y vi del grupo
PQO4 (Markovic et al., 2004). La débil banda sobre 1620 cm™ se debe a la vibracién
de flexién (deformacion) de la molécula de agua, 8(H—OH). Las vibraciones de flexion
se caracterizan por un cambio en el angulo entre dos enlaces. Como esta banda es
ancha puede contener también sefiales caracteristicas del grupo C=0 del carboxilato
del fosfonato, que generalmente se encuentran en la region 1730-1470 cmt; mientras
que las correspondientes al grupo C-O, v( C-O ), aparecen a mas baja frecuencia (Ayi
et al., 2014). No obstante, las sefiales son tan deébiles que resulta dificil su
identificacion en el espectro. Ello es debido a que el ligando fosfonato se encuentra
bastante diluido en el material y, ademas, la masa de la muestra (impuestas por las
condiciones experimentales de trabajo del aparato) sujeta al haz IR era muy pequena.
Las vibraciones de tensién del grupo P=0 junto con las del grupo —P-O (1200-900 cm"
1) tanto del ligando fosfato (PO4) como del fosfonato (C-PQOs3) aparecen superpuestas
en una banda intensa asimétrica centrada aproximadamente a 1000 cm™. En
resumen, el espectro FTIR de los materiales contiene bandas caracteristicas de
fosfato y fosfonato y, por tanto, los materiales se pueden considerar globalmente como
fosfatos-fosfonatos de calcio.
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Figura 5.17 Espectro infrarrojo para la muestra AP-10%-60
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5.6 Estudio de biocompatibilidad

El estudio de biocompatibilidad se muestra en las Figuras 5.19 y 5.20. En primer
lugar cabe destacar la presencia de los materiales de hidroxiapatito no modifica el
medio de cultivo celular, ya que no se aprecian cambios en la coloracion del mismo ni
diferencias con respecto al hidroxiapatito de control (C). Cuando los sélidos modifican
el ambiente celular se aprecia un cambio de color inmediato del rosa al amarillo, lo
cual no se ha observado para ninguna de las muestras estudiadas (Figura 5.19).

Figura 5.18 Fotografia del medio de cultivo celular utilizado en este trabajo. Por comparacion
se muestra también el correspondiente a una muestra de control de hidroxiapatito.

En la Figura 5.20 se observan imagenes de la viabilidad celular en presencia de
pastillas prensadas y esterilizadas de las muestras estudiadas. De estas imagenes se
deduce que la viabilidad estd relacionada con el contenido de fosfonato de los
materiales. Los mejores resultados para células mesenquimales de rata se dan en las
muestras AP-1%-150 y AP-3%-150, con un comportamiento similar al del material de
control tanto en nimero como en proximidad de las células a las pastillas. Las
muestras de mayor contenido en fosfonato, AP-7%-150 y AP-10%-150 revelan una
caida de la biocompatibilidad debido a la disminucién de células vivas en torno a la
pastilla del material. La muestra AP-5%-150 tiene un comportamiento intermedio.
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Figura 5.19 Mosaico de imagenes de viabilidad celular a 10 aumentos de células
mesenquimales de rata en presencia de pastillas prensadas y esterilizadas de hidroxiapatito.
Las regiones oscuras representan las pastillas de las muestras preparadas. La
biocompatibilidad se compara con una muestra de control (HA-CONTROL).

En consecuencia, los hidroxiapatitos sintetizados con un contenido en fosfonato
del 5% o inferior muestran una biocompatibilidad similar a un material de hidroxiapatito
de referencia, utilizado en estudios de viabilidad celular. Por lo cual estas
composiciones podrian ser utilizadas en procesos de recubrimiento de metales para
implantes 0seos. Los resultados, no obstante, deben ser considerados todavia como
preliminares y son necesarios mas estudios en profundidad con el objeto de
determinar su biocompatibilidad como biomateriales.
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6. Conclusiones

1.

Se han sintetizado, en dos etapas, una serie de materiales de hidroxiapatito
con un alto grado de pureza, conteniendo cantidades variables [1-10%] de
fosforo en forma de fosfonato. La primera etapa es una reaccion hidrotermal y
la segunda es un tratamiento térmico de los sélidos a 150°C.

Los materiales constan de una fase cristalina mayoritaria de hidroxiapatito
(>91%) y una fase amorfa minoritaria no cuantificada.

La fase cristalina de hidroxiapatito, con un grado de pureza de 91-100% tiene
una estructura monoclinica que la diferencia de la estructura hexagonal
normalmente obtenida en condiciones similares. Dado que esta fase
monoclinica es termodindmicamente mas estable, ello puede reportar un
beneficio afadido para el uso como biomaterial; puesto que ésta es la
estructura que posiblemente pueda existir en los tejidos duros.

La estructura morfoldgica y la superficie especifica se ve modificada por la
presencia variable de fosfonato, de tal manera que las muestras con mayor
contenido en fosfonato son las que presentan mayor porosidad.

El estudio preliminar de biocompatibilidad revela que los hidroxiapatitos con un
contenido en fosfonato no superior al 5% muestran un comportamiento con
respecto a la viabilidad celular similar al de una muestra de referencia de
hidroxiapatito.

Futuras lineas de trabajo

Completar los estudios de biocompatibilidad.

Realizar estudios de propiedades mecanicas.

Estudiar las propiedades de estos materiales como recubrimiento para

implantes metalicos.

e Estudiar la viabilidad de los materiales como “Scaffolds” en ingenieria tisular
a partir de sélidos preparados con porosidad controlada.

e Determinar los limites de tolerancia de fosfonato en los materiales

biocompatibles de hidroxiapatito.
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