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Resumen

La hidroxiapatita, componente natural del hueso, se puede ser obtener sin-
téticamente por la reaccidn entre el nitrato de calcio y el fosfato de amonio,
conservando sus propiedades de osteoconductividad y su capacidad de unirse
quimicamente al tejido 6seo. En este trabajo se obtuvo hidroxiapatita micro-
porosa mediante la técnica de coprecipitacién, adicionando un agente poro-
génico y con temperaturas de calcinado de 750 y 850 °C. La hidroxiapatita
calcinada (denominada HA UdeA) se comparé con un producto comercial.
Las muestras se caracterizaron usando las técnicas de difraccién de rayos X
(XRD), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), mi-
croscopia electrénica de barrido (SEM) y técnicas termoanaliticas (DTA y
TGA). Los resultados indican que los productos HA UdeA y el producto
comercial presentan caracteristicas similares en estructura cristalina, com-
posiciéon quimica y adsorcidn de especies, y aunque las muestras evaluadas
presentan diferencias morfolégicas en geometria y tamafio de particula, am-
bos ceramicos se pueden utilizar como biomaterial en implantes, por ejemplo
para rellenos 6seos.

---------- Palabras clave: hidroxiapatita, porosidad, relleno 6seo, fosfa-
tos de calcio, osteointegracion.
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Abstract

The hydroxyapatite is the natural component of the human bone which
can synthetically obtained by the reaction between calcium nitrate and
ammonium phosphate keeping its bioactivity properties. Therefore, it
can be chemically linked with the bone tissue. In this work microporous
hydroxyapatite was obtained by a precipitation method, a polymer was added
to generate the porosity and calcined at 750 and 850 °C. The synthesized
hydroxyapatite (denominated HA UdeA) was compared with a commercial
product. The samples were characterized by X Ray Diffraction (XRD),
Fourier Transformed Infra Red (FTIR), Scanning Electronic Microscopy
(SEM) and Thermoanalytical techniques (DTA — TGA). The results indicate
that HA UdeA and the commercial product presented similar characteristics
as crystalline structure, chemical composition and adsorption of species.
Although some differences in shape and particle size were observed both
ceramics can be used as implant biomaterials, for example in bone repair.

---------- Keywords: hydroxyapatite, porosity, bone repair, calcium
phosphate, oseointregration



Introduccion

El hueso tiene notable potencial regenerativo
durante la reparacion de fracturas y defectos es-
queléticos, razén por la cual, en cirugia ortopé-
dica y maxilofacial un injerto de hueso ayuda a
completar la cicatrizacién 6sea en la reparacion
de las deformidades. Para tal efecto, un injerto
de hueso autélogo es el material 6ptimo, sin em-
bargo su uso es problemadtico debido a la morbi-
lidad del sitio donador, cantidades insuficientes
de material y la reabsorcién incontrolada. Por tal
motivo, se han buscado alternativas a este tipo de
injertos, que incluyen cerdmicas tipo fosfato de
calcio [1].

El tejido 6seo de los animales vertebrados y del
hombre estd formado por 65% de fase inorganica,
la cual se asemeja a la estructura de la hidroxia-
patita (HA), que es un biocerdmico con la capa-
cidad de unirse quimicamente con el tejido 6seo,
haciéndola bioactiva. Su similitud con el hueso,
ha permitido que se convierta en una alternativa
como sustituto 6seo en diferentes tratamientos
médicos, en especial en la cirugia maxilofacial
[2]; siendo tema de variadas investigaciones [3-
4]. Entre sus propiedades se incluyen cristali-
nidad, pureza, densidad, morfologia, porosidad
y microestructura, caracteristicas apropiadas y
necesarias para aplicaciones biomédicas. La HA
sintética se puede encontrar comercialmente en
sus formas bioreabsorbible (Osteogen® — Impla-
dent, NY) o no reabsorbible (Calcitite® - Sulzer
Medica Sulzer Calcitek, NY), siendo su uso de-
pendiente de las caracteristicas deseadas para la
implantacion. En el caso del Osteogen®, se desea
que el producto sea reabsorbido y redepositado
como hueso nuevo, por lo que se utiliza para el
relleno de cavidades 6seas con miras a insertar
posteriormente un implante metélico, mientras
que el Calcitite® se coloca en la mandibula con la
finalidad de aumentar el reborde alveolar sin que
éste sea absorbido.

Las mezclas de hidroxiapatita (HA) y fosfato tri-
célcico (BTCP) son las mds usadas para rellenar
y remplazar hueso en implantes dentales, trans-
portar productos orgdnicos y como recubrimiento
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para implantes dentales [5]. El principal objetivo
de este estudio es desarrollar una hidroxiapatita
hipoestequiométrica, denominada HA UdeA, la
cual, al calcinarla a 750 y 850 °C adquiere carac-
teristicas de reabsorcién. El material obtenido se
compara con un producto comercial en cuanto a
cristalinidad, porosidad y morfologia, con miras
a contribuir a la solucién del problema social, que
permita la consecucion de un material de implan-
te biocompatible, de fabricacién nacional y a bajo
costo.

Materiales y métodos

Se parti6 de soluciones acuosas de nitrato de cal-
cio tetrahidratado y fosfato de amonio ajustando
a pH bdsico con amoniaco. Todos los reactivos
son de grado analitico. Las soluciones obtenidas
se mezclaron en cantidades tales que permitieron
obtener una hidroxiapatita hipoestequiométrica,
y fueron mantenidas bajo agitaciéon constante
por 24 horas. Una vez completada la reaccion se
realizaron varios lavados con agua destilada, eli-
minando asf el nitrato de amonio formado como
subproducto. Posteriormente se adiciond el agente
porogénico para generar un tamafio de poro ade-
cuado, el cual se volatiliza durante el tratamiento
térmico, proporcionando los espacios tubulares
que ayudan a la vascularizacién del implante [6].
El secado del precipitado obtenido se realizé en
una estufa a 120 °C durante 4 horas, tiempo du-
rante el cual se elimina la mayor cantidad de agua
posible. Una fraccién de la hidroxiapatita obteni-
da se calciné a 1.050 °C para evaluar la cristali-
nidad. Una vez corroborada dicha cristalinidad,
se realizaron calcinaciones a 750 y 850 °C por 2
horas para obtener la HA deseada.

El polvo de HA (HA UdeA) y el producto co-
mercial se caracterizaron por difraccién de rayos
X (XRD), espectroscopia infrarroja con transfor-
mada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica
de barrido (SEM) y andlisis térmico diferencial
(DTA). Las fases presentes en las hidroxiapatitas
comparadas, se analizaron en un difractémetro
marca Siemens D 501 con radiacién de dnodo de
cobre monocromado, con filtro de niquel y de-
tector proporcional (CuK , A = 1,5406 A). Los
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difractogramas se obtuvieron en un rango de 20
variando entre 15 y 70°, con un paso de 0,08° y
un tiempo de 2 s por paso. Las evaluaciones de
los grupos funcionales se realizaron usando un
espectrometro de infrarrojo MATTSON 5000 en
un espectro fundamental entre 450 y 4.000 cm
"utilizando una pastilla de bromuro de potasio
(KBr). La morfologia de las particulas se evalué
usando un microscopio electrénico de barrido
marca JEOL JSM-590LV. Las particulas fueron
recubiertas con oro para asegurar la conductivi-
dad de las muestras. La estabilidad térmica de la
HA UdeA y del producto comercial, se compara-

ron usando andlisis térmico diferencial (DTA) y
termogravimetria (TGA) en el equipo Universal
V3 OG Instruments. El polvo se examiné en at-
mosfera de aire, monitoreando la pérdida de peso
y el comportamiento térmico de las muestras a
una tasa de calentamiento de 10 °C/min.

Resultados y discusion

En la figura 1, pueden observarse los difractogra-
mas de las muestras del producto comercial y de
la HA producida en la Universidad de Antioquia.
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Figura 1 Difractogramas comparativos del producto comercial y de la hidroxiapatita UdeA

En la figura 1 se observa el pico principal de la
hidroxiapatita, con la mayor intensidad a 260 =31,5
correspondiente al plano (211), acompafiado por
dos de menor intensidad a 20 = 32 y 20 = 33 co-
rrespondientes a los planos (112) y (300) respecti-
vamente y algunos picos secundarios a 20 = 25,5
correspondiente al plano (002), 20 = 34 correspon-
diente al plano (202), 26 = 39,5 correspondiente
al plano (310), 20 = 41,5 correspondiente al plano
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(222) y 26 = 49 correspondiente al plano (213);
caracterizando este fosfato como una hidroxiapati-
ta pura. Se observa la presencia de un pico a 20 =
30,8 y picos a 20 = 27,6 y 20 = 34 de menor inten-
sidad, evidenciando la presencia de otro fosfato de
calcio. El incremento de la temperatura de 750 a
850 °C muestra el aumento de la cristalinidad, esto
puede ser asociado al transporte de masa debido a
la coalescencia de los granos [7].



Los resultados de la composiciéon quimica por
analisis EDS (no mostrados), realizados so-
bre diferentes granos de las muestras de la HA
UdeA calcinadas a 750 y a 850 °C, ademads del
producto comercial muestran la presencia Ca, P
y O, principales componentes de la HA. También
muestran la presencia de C, que puede sugerir la
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presencia de carbonatos en la muestra, posible-
mente debido a la absorcién fisica a partir de la
atmosfera [6].

Los resultados FTIR de las muestras de la HA
UdeA y del producto comercial se muestran en
la figura 2.
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Figura 2 Espectros FTIR comparativos del producto comercial y de la hidroxiapatita UdeA

Una HA tipica muestra bandas para un espectro
FTIR en 3.600, 3.569, 3.578, 3.448 y 633 cm’!
correspondientes a grupos OH, bandas en 474,
571, 601, 692, 1.032, 1.040, ~1.087, 1.092 cm’!
correspondientes a grupos PO,* y bandas entre
870, 1.420 y 1.480 cm™ si la muestra contiene
grupo CO,* [8]. De estos picos principales la
muestra calcinada a 750 °C presenta bandas a
473, 570, 601, 632, 962, 1.043, 1.090, 3.471 y
3.571 cm’!; la muestra calcinada a 850 °C pre-
senta bandas a 474, 572, 601, 632, 962, 1.044,
1.089, 3.449 y 3.572 cm’!. El producto comercial
presenta bandas a 473, 563, 602, 631, 869, 961,
1.031, 1.093, 3.447 y 3.570 cm™, 1o cual significa
que el producto comercial es tipo hidroxiapatita
amorfa.

En la figura 2 se observan dos bandas a 1.456 y
1.409 pertenecientes al grupo CO,*. Los cuales
desaparecen al calcinar la muestra a 850 °C, in-
dicando una posible descarboxilacién de la HA,
liberando CO, (g) [7]. Se puede observar que para
el producto comercial no aparecen estas bandas.
En todas las muestras se encuentran trazas de
agua y se observan también carbonatos. La pre-
sencia de estos puede deberse a la absorcion fisi-
ca a partir de la atmésfera [6].

En las figura 3 a 5 se muestran los resultados ob-
tenidos por microscopia electrénica de barrido
para las muestras del producto comercial y de la
HA UdeA calcinada a 750 y 850 °C.
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Figura 3 a, by c. Micrografias de la hidroxiapatita
UdeA a 750 °C (SEM)
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En la figura 3a se muestra la HA UdeA calcina-
da a 750 °C a 85 aumentos, se observan granos
de geometria irregular, de diferentes tamafios y
muy angulosos, con diferente grado de porosidad,
mientras que a 500 y 2.000 aumentos (figuras 3b
y 3c) se revela una superficie porosa, rugosa y sin
geometria definida. Los poros presentes en las par-
ticulas tienen diferentes tamafios y estan distribui-
dos de manera arbitraria. Esto se puede atribuir al
tamafio inadecuado del agente porogénico, lo cual
a su vez influy6 en la diferencia en la velocidad de
precipitacion, entre este y la hidroxiapatita, cuan-
do estaban juntos en solucién acuosa.

En la figura 4 se muestran las micrografias de la
muestra de HA UdeA calcinada a 850 °C, a bajos
aumentos (figura 4a), se observa que la superficie
de cada grano es més dspera que la de la HA UdeA
calcinada a 750 °C, pero se conserva la granulome-
tria. Al realizar un mayor aumento (2.000x) a una
de las particulas se observa apilamiento de peque-
fias particulas en la superficie (figura 4c).

Al comparar las muestras de la HA UdeA calci-
nadas a diferentes temperaturas (figuras 3 y 4),
se puede observar que las caracteristicas granulo-
métricas son muy similares, de lo que se concluye
que la forma de las particulas no cambi6 con el
tratamiento té€rmico. Las particulas presentan una
superficie rugosa, caracteristica importante para
aumentar la adhesion celular [9], se puede enton-
ces concluir que el producto HA UdeA calcinado
a 750 °C, cumple con este requisito y por lo tanto
seria un buen material de implante.

La muestra del producto comercial presenta una
morfologia de granulos alargados (figura 5) y més
pequefios que los de la HA UdeA. También se pue-
de ver que estos granos forman aglomerados. Las
particulas de los dos productos comparados tie-
nen geometrias diferentes lo que puede influir en
la respuesta final al momento de la implantacion.
Las particulas del producto comercial, a pesar de
quedar retenidas en el tamiz de 250 pm, tienen un
tamafo menor que la HA UdeA. Estas particulas
quedan retenidas en este tamiz debido a su geome-
tria alargada y a la aglomeracién de particulas. La
unidn de las particulas se debe posiblemente a las
fuerzas de la superficie de corto alcance.
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Figura 4 a, b, c. Micrografias de la hidroxiapatita Figura 5 a, b, c. Micrografias del producto
UdeA a 850 °C (SEM) comercial (SEM)
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Segtin lo observado en los resultados de SEM se
puede concluir que el producto institucional HA
UdeA y el producto comercial tienen diferente
morfologia. Meejoo [7] reportd que pequefias di-
ferencias en la estequiometria, la cristalinidad o
la morfologia podrian contribuir a la diferencia
en los comportamientos quimicos o clinicos del
compuesto de fosfato de calcio.

En las imédgenes se observé que los poros tenian
forma irregular, con tamafios desde 4 a 14 pym y
algunas regiones cavernosas de hasta 50 um, que
pueden ser debidos a la aglomeracién de agente
porogénico en el proceso de coprecipitacion de
la muestra; la superficie de los poros en la HA
sintetizada tiene alta rugosidad. Se ha encontra-
do que cuando los fosfatos de calcio son porosos
ofrecen una quimica de superficie que conduce a
la nueva formacidn del hueso [10]. Surge el cues-
tionamiento de ;cudl es el tamafio apropiado de
poro que permite el crecimiento del tejido? En
la literatura existe una diversidad de conceptos.
Segun lo reportado por algunos autores los po-
ros deben tener minimo 50 um [11], mientras que
otros reportan que deben estar entre 250-300 um
[12]. Sinha y colaboradores [13] realizaron una
clasificacién de la reaccién del tejido segun el ta-
mafio del poro del material implantado, asi: Poros
menores de 10 um evitan el ingreso de células,
poros entre 10 y 50 um permiten la penetracién
de tejido fibrovascular, poros entre 50 y 150 um
permiten la penetracidn dsea y poros mayores de
150 pm permiten la penetracion y la formacién
6sea. Ademads, la penetracion de tejido éseo sélo
es posible si los poros se encuentran interconec-
tados, pero si son ciegos esto no es posible.

Segun las micrografias obtenidas por microsco-
pia electrénica los poros de las particulas de la
HA UdeA tienen en méximo 50 ym, este tama-
flo puede no asegurar la vascularizacién y creci-
miento del tejido en su interior. Sin embargo, lo-
grardn un aumento de rugosidad en la superficie,
lo que beneficiara los procesos de adhesion celu-
lar. Ademas no se puede dejar de lado las grandes
propiedades de osteoconductividad y bioactivi-
dad de la hidroxiapatita, la cual por si misma se
une quimicamente con el tejido dseo.
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Los resultados obtenidos para determinar la es-
tabilidad térmica de las muestras HA UdeA 750
°C, HA UdeA 850 °C y del producto comercial se
muestran en las figuras 6, 7 y 8 respectivamente.
El peso total perdido para cada una de las mues-
tras fue de 1,8% para la HA sintetizada a 750 °C
(figura 6), 1,4% para la HA sinterizada a 850 °C
(figura 7) y de 1,75% para el producto comercial
(figura 8). Este cambio de masa podria atribuirse
a la desaparicién parcial fisica y quimica de agua
absorbida o posiblemente agua de la estructura
cristalina [7].

Segtin datos reportados por otros investigadores
sobre curvas DTA para hidroxiapatita [14], los
picos de DTA que aparecen entre 50 y 600 °C
corresponden a la pérdida de agua adsorbida, los
picos entre 600 y 800 °C, corresponden al descar-
go de residuos de la sintesis.
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Figura 6 Analisis térmico diferencial y

termogravimétrico para la hidroxiapatita UdeA a
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Figura 7 Anadlisis térmico diferencial vy
termogravimétrico para la hidroxiapatita UdeA a
850 °C



La HA UdeA calcinada a 750 °C muestra esta-
bilidad hasta una temperatura de 825 °C donde
sufre una reaccidn, posiblemente hubo desapari-
cion de moléculas de agua o comenz6 el proceso
de formacién de otro fosfato de calcio, que como
se muestra en los andlisis de XRD, no aparece
hasta los 850 °C. La muestra de HA UdeA sinte-
rizada a 850 °C, presenta picos en 137,26, 391,54
y 518,68 °C. Estas variaciones en la energia de
la muestra se pueden atribuir a la liberacién del
agua que contiene el material. A temperaturas su-
periores a 518,68 °C, la muestra presenta estabi-
lidad térmica, puesto que la transformacién de la
HA a TCP, sucedio con el tratamiento térmico a
850 °C realizado en un proceso anterior al ensayo
de andlisis térmico.

En las curvas obtenidas por DTA y TGA para el
producto comercial se observan picos en 63,47,
192,88, 450,57, 772,96 °C, indicando que el ma-
terial no es estable por lo menos hasta una tempe-
ratura de aproximadamente 800 °C. Estos picos
pueden atribuirse a la desaparicion parcial fisica
y quimica de agua absorbida [7].
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Figura 8 Andlisis térmico diferencial vy
termogravimétrico para el producto comercial

Conclusiones

La morfologia de los materiales comparados HA
UdeA y el producto comercial es diferente. La
HA UdeA presenta particulas angulosas y poro-
sas, mientras que en el producto comercial pre-
senta forma alargada de seccién rectangular.
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Las diferentes geometrias pueden influir en la
respuesta final al momento de la implantacidn.

Siendo la rugosidad un factor importante para
aumentar la adhesion celular, se puede entonces
concluir que la HA UdeA cumple con este requi-
sito y por lo tanto seria un buen material de im-
plante.

Las muestras de HA UdeA y el producto comer-
cial presentaron un comportamiento similar en
cuanto a estabilidad térmica, pues con el aumento
de temperatura condujo a la desaparicion parcial
fisica y quimica de las moléculas de agua.

Los productos HA UdeA vy el producto comercial
presentaron caracteristicas similares en cuanto a
estructura cristalina, composicién quimica y ad-
sorcién de especies, mientras que presentan dife-
rencias en cuanto a forma y tamafio de la parti-
cula. Sin embargo, ambos materiales pueden ser
usados en implantes, por ejemplo como material
de relleno 6seo. Para confirmar esta hipétesis se
estdn desarrollando ensayos in vitro e in vivo con
el material obtenido HA UdeA.
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