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RESUMEN

Existen diferentes tipos de apatitas naturales y sintéticas (fosfatos de calcio). En las sintéticas
varios elementos pueden sustituir las posiciones de Ca’*, PO,/ y OH, generando distintos tipos de
vacancias y de cristalinidad, dando origen entre otros compuestos a la hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),). La
similitud quimica y estructural de la hidroxiapatita con el mineral del hueso sugiere una biocompatibilidad
intrinseca actuando como promotora del crecimiento dseo. Es considerada la principal fase mineral
constituyente de los huesos razon por la cudl estudiamos su aplicacion como biomaterial. Sélo pequerias
cantidades de fliior son necesarias para promover la cristalizacion de fluorapatita (Ca;o(PO4)s(OH), _
«{F)y),especie que es mecdnica y quimicamente mds resistente.

El objetivo del trabajo es caracterizar y comparar las propiedades de las distintas apatitas
sintetizadas, a fin de aprovechar sus diferencias estructurales y las interacciones con superficies de titanio y
moléculas biologicas, de manera tal que se puedan depositar sobre distintos implantes disminuyendo el
indice de rechazo.

Se llevaron a cabo distintos métodos de sintesis y se comprobo la eficiencia de sustitucion de OH
por F y las caracteristicas de los polvos obtenidos mediante el uso de diferentes técnicas: Difraccion de
Rayos X, Isotermas BET, FTIR y Microscopia electronica de Barrido (SEM) entre otras.

Palabras claves: Apatitas Sustituidas, Caracterizacién, Biocompatibilidad.

INTRODUCCION

El mineral apatita (Ca;y (PO,)s X, donde X puede ser F,OH o CI"), es el fosfato de calcio natural mas
abundante en la superficie terrestre y la principal fuente de fésforo por lo que es de gran importancia en
distintos campos de investigacion asi como en la industria.

La estructura y la composicién quimica de las apatitas pueden presentar numerosas sustituciones
incluyendo cationes metalicos tales como K*, Na*, Mn**, Ni**, Cu®*y Zn*" entre otros en la posicién del Ca**
y complejos aniénicos como AsO43', SO42', CO;% 0 Si0,* reemplazando al PO, en la red cristalina. Estas
sustituciones se encuentran en la naturaleza en forma de trazas, pero para ciertos iones se han observado
sustituciones completas.

Entre las apatitas sintéticas se pueden generar distintos tipos de vacancias o estructura y tamaifio de
cristales segiin el método de sintesis utilizado. Estos métodos incluyen: sintesis en fase sélida', por via de
sol-gel", por procesos hidrotérmicos ™", con irradiacién de microondas"""*", o fusién de precursores
solidos a altas temperaturas, entre otras.

Entre las diferentes apatitas es de particular importancia la fase hidroxiapatita, Ca;o(PO,) ¢ (OH),
(HAp) debido a su similitud quimica y estructural con la principal fase mineral constituyente del hueso y
dientes en los vertebrados'™, lo cual sugiere su uso potencial como promotora del crecimiento éseo
asigndndosele una biocompatibilidad intrinseca " X" " Ultimamente se ha comenzado a dirigir el
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interés hacia el estudio de hidroxiapatitas modificadas involucrando especies que se encuentran en trazas en
el organismo™" ya que estas sustituciones pueden modificar sus propiedades mecdnicas y solubilidad asi
como también su capacidad de unirse al hueso™". El anién fluoruro es una de estas especies que se encuentra
en pequefias proporciones en la fase mineral del hueso y los dientes y s6lo es necesario pequefias cantidades
de flior exdgeno para promover la cristalizacion de la fluorhidroxiapatita (FHAp) mediante la sustitucion del
anion F en las posiciones del anion OH™ en la red cristalina generando la composicién Ca;o(PO,)s(OH), .
«(F),. Esta fase es mecdnica y quimicamente mds resistente™"",*"" que la hidroxiapatita y se ha comenzado a
evaluar como un posible material biomédico alternativo.

Se ha investigado el crecimiento y la cinética de formacidn de cristales de fluorapatitas en soluciones
que contienen concentraciones estequiométricas de los iones involucrados en la red cristalina. Sin embargo,
in vivo, el promedio de las concentraciones de iones es generalmente no estequiométrico y las apatitas
bioldgicas presentan estequiometrias y fases variables.

Asimismo, la formacion de apatitas heterogéneas con alto contenido de fldor puede generar el
crecimiento de cristales de CaF, y producir efectos adversos como el incremento en la fractura de los
cristales™™".

La sintesis de apatitas puras con estructura y composicién reproducibles es un proceso complejo
debido a la gran variedad de fases de fosfatos de calcio que pueden obtenerse. Por ejemplo las fases
CaHPO,.2H,O (calcio-fosfato dihidratado, DCP), Cag(HPO,),(PO,),5 H,O (octacalciofosfato, OCP),
Ca3(PO,) » (beta-tricalciofosfato, BTCP) no son termodindmicamente estables pero pueden actuar como
precursores de la fase mas estable con una cinética de formacion mads rapida. Estos precursores poseen fases
cristalinas y relacion molar Ca/P (pardmetro de biocompatibilidad) muy diferentes a la HAp.

Segtin el método de sintesis pueden generarse también subproductos tales como CaO (dltamente
téxico)™ o fases de HAp carbonatada (sustitucién de CO;> por PO,") que se encuentra presente en
precipitaciones biomiméticas y pueden generar distorsiones en la red cristalina modificando la solubilidad y
el tamafio de cristales aun cuando este efecto no siempre es indeseable™, ",

La sustitucion parcial de OH™ por F genera distintos tipos de distorsiones de red cristalina, distorsion
que desaparece cuando la sustitucion es completa (100%) generando apatitas cada vez mds estables.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se utilizaron dos métodos diferentes de sintesis: a) el método biomimético™"
(para obtener hidroxiapatita, HAp con x = 0) y b) el método de precipitacion selectiva a flujo controlado y
pH bésico. Este tltimo método fue el utilizado para preparar las fluorhidroxiapatita con distinto grado de
sustitucion (FHAp con 0< x < 2). Posteriormente se realizo el estudio de la eficiencia de la sustitucién asi
como de sus propiedades y caracteristicas fisicoquimicas a fin de poder utilizar este producto de sintesis
como biomaterial.

Método biomimético

Esta sintesis en fase homogénea consiste en la preparacién de una solucion sobresaturada de fosfato
de calcio disolviendo NaCl, CaCl, y Na,HPO,. a pH 7,4 en medio de TRIS/HCI, que se mantiene durante 7
dias termostatizada a 37°C. El proceso se completa con una filtracidn a presion reducida, secado de los
cristales y un posterior tratamiento térmico. Hemos aplicado diferentes programas de calentamiento con dos
temperaturas finales de calcinacién (200 y 900°C) con el propdsito de estudiar el efecto de la temperatura en
las caracteristicas de los cristales.

Sintesis de hidroxi-fluorapatitas mediante precipitacién selectiva

Se adiciona (NH4),HPO, a velocidad de elusién controlada en un recipiente de polipropileno cerrado
conteniendo Ca(NOj;),.4H,0. el pH del sistema se mantiene en 9.2 + 0.1 con un titulador automatico 665
Dosimat (Metrohm Switzerland) mediante el agregado de NH,OH y con un purgado continuo con N, (g)
para evitar posibles sustituciones de PO,” por aniones CO™.

Una vez finalizado el agregado de reactivo la reaccién se mantiene en forma controlada durante 24 hr
(agitacion, control de pH y burbujeo de N»). Posteriormente se deja la solucion en reposo y se procede a
separar el precipitado por filtracién a presion reducida seguido de una etapa de secado de cristales.

Variando la concentracion de NH,F agregado a la solucion de fosfato se produce la sustitucion
sucesiva desde el 0% (OHAp) al 100% (FAp) pasando por distintas composiciones de hidroxi-fluorapatita.

Las muestras obtenidas por este método fueron sometidas a las mismas rampas de calentamiento
descriptas en el método de sintesis biomimético.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacién de los materiales obtenidos
Difraccién de Rayos X

El andlisis estructural de las apatitas se realizé mediante la obtencidn de sus respectivos patrones de
difraccién de rayos X.

La Figura 1 presenta los difractogramas obtenidos para la OHAp (1a) y FAp (1b) sintetizadas por el
método de precipitacion selectiva . En ambas mustras se puede observar un incremento en el grado de
cristalinidad con el aumento de la temperatura final de sinterizado, asi como la inclusién de fluoruros en la

Figura 1a: Difractograma OHAp Figura 1b: Difractograma FAp
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red cristalina. Los difractogramas obtenidos para el producto de la sintesis biomimética arrojaron los
mismos resultados.
Se realizaron refinamientos Rietvelt a partir del modelo tomado de la base de datos ICSD para la
OHAp pura, lograindose un buen ajuste de los patrones de difraccién de las muestras obtenidas respecto de
los patrones de referencia, tanto para OHAp y FAp. Se realiz el andlisis de la coexistencia de otras fases de
fosfatos de calcio precursoras de OHAp y FAp sin observar posiciones de Bragg compatibles con esas fases.
La Figura 2 muestra la ampliacion de la zona de reflexion del plano (310), observandose un patrén
caracteristico de sustitucion total de Fiincluido en la red. La ausencia de

reflexiones tipicas para el CaO en ambas apatitas indica que este Figura 2

contaminante, producto de reacciones incompletas, tampoco es detectado | N

dentro del limite de la técnica. S\
Tanto la OHAp como la FAp cristalizan en un arreglo hexagonal, I~ y4 g

grupo espacial P6;/m y las pequefias variaciones obtenidas en los
parametros de celda debido a la sustitucion completa con F~ (FAp) son
coincidentes con los informados en bibliografia™™ y no producen

distorciones significativas en la morfologia general de la FAp respecto de 1
la OHAp (Figura 3).
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A partir de la diferencia de intensidad de la difraccion observada para algunos planos cristalinos,
respecto del modelo refinado para la OHAp y FAp, se concluyd que en las apatitas sintetizadas existe un
crecimiento preferencial de los cristales perpendicular al plano (100) en la direccion del eje ¢ de la celda
unidad como se esquematiza en la Figura 3.

Determinacion de tamaifio de cristales por DRX

En la determinacién del tamaio de cristales a partir de los difractogramas se utilizaron los anchos de
los picos correspondientes a los planos cristalinos (002), (102), (222) y (040) (Tabla 1), aplicando la
ecuacion de Scherrer.

Esta ecuacion relaciona el ancho del pico A(2®) en la mitad del mdximo de la intensidad de
difraccién de los planos seleccionados, con la longitud de onda incidente (L), correcciones de instrumetal y el
tamafio del cristal (D) de la siguiente forma:

A20)=0,9\ / (D cos(20)).

Figura 4
40 I
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El promedio del tamafio de los cristales de FAp es mayor que el de los cristales de OHAp como lo
observa Rodriguez-Lorenzo y col™™ para el método de sintesis por precipitacién selectiva.

El aumento de cristales con la temperatura es un efecto esperado y estos van creciendo a lo largo del
eje c.

Analisis de 1la morfologia superficial de los cristales por SEM

La morfologia de los polvos sintetizados fue analizada por microscopia electrénica de barrido (SEM)
utilizando un equipo LEO 1450 VP EDAX, mediante la técnica combinada SEM-EDS .

La Figura 5 muestra una imagen de un aglomerado de un tamafio representativo del promedio de los
aglomerados observados de entre 10 y 20 um formados por el agregado de cristales individuales de
hidroxiapatita biomimética. La barra indicada al pie de la microfotografia representa 2ium por lo que es
posible estimar que el tamafio del cristal crecido de forma laminar es de aproximadamente 300 nm. La
morfologia presentada por estos cristales posee caracteristicas tipicas de hidroxiapatita.

El espectro EDS tomado sobre este aglomerado muestra un pico de Ca a energias superiores al pico
de P y de mayor intensidad. A partir de esta técnica no es posible determinar con precision la relacién molar
Ca/P debido la falta de calibracién del instrumental. A pesar de esto un andlisis semicuantitativo arrojé una
relaciéon Ca/P = 1,8 lo que sugiere que la reaccién de sintesis de Ca;o(PO4)s(OH), se ha completado
exitosamente (Ca/P gica= 1,67).

Las imdgenes obtenidas para las fluorapatitas (Figura 6) muestran la formaciéon de agregados
globulares de tamafios menores a la HAp de hasta 4 um en tanto que los cristales son de hdabito
aproximadamente esférico y de tamafio ~ 100 nm del orden de magnitud al obtenido mediante la ecuacién de



Fernigrini, P y Oliva, F.Y
Scherrer. El tipo de metalizado realizado sobre las muestras de FAp para la microscopia SEM (depésito de
una delgada pelicula de Au, a diferencia del metalizado por sputtering de C realizado a las muestras de HAp)
impidi6 realizar espectros EDS para determinar la composiciéon quimica de la muestra. Se encuentra en
proceso un estudio de analisis quimico de las muestras obtenidas con distinto grado de susticion.

Figura 6
Aglomerado de cristales de FAp
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CONCLUSIONES

e Los patrones de DRX revelan estructura de apatita. El refinamiento Rietvelt del modelo a partir de base
de datos de HOAp y FAp presenta patrones con un muy buen ajuste.

Una vez encontradas las condiciones Optimas de sintesis, no se han detectado fases adicionales a las de
hidroxi o fluorapatita. La estructura de la celda es la misma para ambas apatitas con muy pequefias
variaciones en los parametros de celda que coinciden con bibliografia y no producen distorsion de la
celda.

e Se observé un aumento del tamafio de los cristales a lo largo del eje ¢ con el aumento de la temperatura
de calcinado para todas las apatitas sintetizadas.

e Se observé un aumento de la cristalinidad tanto con la temperatura como con la inclusién de F en la red
cristalina.

e Con el objetivo de analizar la accién promotora de crecimiento 6seo, en nuestro laboratorio se encuentra
en desarrollo un estudio sisteméatico de modificacion de superficies de TiO, con HOAp sintetizadas
seglin los métodos descriptos y se observé que el tipo de depdsito formado es altamente dependiente del
pretratamiento superficial.
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