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RESUMEN

En los ultimos afios se han empleado las hidroxiapatitas (de formula general Ca;o(PO4)s(OH),) en
diversos sectores de la salud, como la implantologia y la odontologia. Esto se debe a su utilidad en
el revestimiento de protesis, asi como en la elaboracién de sustitutos éseos, dadas sus
caracteristicas biomiméticas, y sus propiedades de biocompatibilidad, y bioconduccién. En el
presente trabajo se realizd la sintesis de hidroxiapatitas nanoestructuradas conteniendo
diferentes sustituciones: fluoruro, carbonato, estroncio y oxhidrilo. Las mismas se caracterizaron
mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) con el objetivo de
confeccionar una biblioteca espectral que permita identificar las apatitas bioldgicas, de las cuales
se ensayaron dos en este trabajo: una muestra de esmalte dental y otra de calcificacién 6sea del
tenddn del hombro. Para ello se implementé un protocolo de espectroscopia derivada combinada
con una deconvolucién gréfica para analizar los espectros FT-IR, de modo de identificar, en
funcién de las bandas del fosfato y fosfato acido, sus respectivos ambientes quimicos, y asi
reconocer la presencia de moléculas en un entorno apatitico y/o no-apatitico. Sumado a esto se
identificaron otras bandas del espectro, como son las bandas del agua constitutiva y del
carbonato, las cuales permitieron tener una mejor comprension de la composicion de las apatitas
biolégicas ensayadas. A su vez se complementd el analisis a través de la técnica FT-IR mediante el
calculo de tres indices de cristalinidad: el splitting factor, y las relaciones 1030/1020 cm™ y
1060/1075 cm™, los cuales se calcularon tanto para las hidroxiapatitas sintetizadas como para las
apatitas bioldgicas. A modo de obtener informacidn adicional se emplearon otras técnicas. Por un
lado la espectroscopia de difraccidon de rayos X (XRD) permitid, junto con el FTIR, la correcta
identificacion de las hidroxiapatitas sintetizadas, asi como la obtencién de los tamafios de
cristalitas. Por otro lado, la observacién mediante microscopia electrénica de barrido permitié
obtener informaciéon sobre la topografia de las muestras, y la espectrometria de dispersién de
energia de rayos X (EDS) fue utilizada con el fin de conocer la relacidon Ca/P de las apatitas tanto
sintéticas como bioldgicas. Todos los ensayos realizados, a excepcién del XRD, fueron repetidos
para las apatitas sintetizadas luego de ser tratadas térmicamente de manera de conocer el efecto
de tal tratamiento sobre la cristalinidad de las mismas. Por Ultimo se realizé una sintesis
espontanea de hidroxiapatita sobre placa de titanio sumergida en un medio simil de fluido
bioldgico (simulated body fluid, SBF), la que se identific6 empleando la biblioteca espectral de FT-
IR desarrollada en este trabajo.

Palabras Clave: Hidroxiapatita, Carboxiapatita, Estroncioapatita, Fluorhidroxiapatita, apatita
nanoestructurada, apatita bioldgica, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-
IR).
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1 INTRODUCCION

1.1 Importancia de las apatitas:
Caracteristicas, propiedades
y relacion con las
estructuras bioldgicas.

1.1.1 Apatitas Bioldgicas

En la naturaleza existe una vasta variedad de
compuestos fosfo-calcicos, de origen tanto
geoldgico como bioldgico (Cazalbou et al.
2004a; Rey et al. 2009). A lo largo de la
evolucidon los organismos bioldgicos han
adquirido la capacidad de utilizar los cristales
de fosfato de calcio formando diversas
tejidos,

estructuras, como granulos o

permitiéndoles cumplir varias funciones

vitales. Los microorganismos unicelulares
utilizan los minerales fosfo-calcicos para
regular su concentracidn idnica interna, ya
sea acumulando iones (funcién de reserva),
o liberandolos al medio (excrecion)
(Cazalbou et al. 2004a). Otros organismos,
como los corales, utilizan los depdsitos
minerales externos para protegerse. A su
vez, los vertebrados poseen tejidos
mineralizados (huesos, dientes) los cuales,
ademds de conservar evolutivamente las
funciones de reserva y regulacién idnica,
poseen funciones estructurales y permiten la

movilidad (Cazalbou et al. 2004a).

En 1926 se identificd por primera vez la
estructura de los compuestos minerales
presentes en los vertebrados, mediante el
uso de la técnica de difraccidn de rayos X.
Esta sugirié que tales compuestos forman
parte de la familia de las apatitas, en
particular se las identific6 como
hidroxiapatitas (HAs) (Eichert et al. 2009;
Rey et al. 2009). Sin embargo, actualmente
se sabe que no son hidroxiapatitas puras

(1]

sino que poseen algunos otros iones en su
estructura como CO32' Y HPO,”, ademas de
presentar una muy baja cristalinidad, y un
tamano promedio de sus cristalitas en el
entorno de los nanémetros (Kokubo 2008;
Eichert et al. 2009; Rey et al. 2009; Farlay et
al. 2010). Tales cristalitas constituyen la
unidad que componen los polvos, y se
presentan orientados azarosamente en el
espacio (Xian 2009).

Estas apatitas que constituyen la fase

inorganica o mineral de los tejidos
mineralizados de los vertebrados, se las
conoce con el nombre de apatitas bioldgicas
(AB). Las apatitas

formula general Mey4(X0,)sY,, donde Me es

son compuestos de

un ion divalente, XO4 es un idn trivalente, e Y
es un ién monovalente. Sin embargo para el
caso de las apatitas bioldgicas no es tan facil
definir una formula general, debido a una
propiedad
presentan, y que es su gran capacidad para
aceptar y acomodar una amplia variedad de

sumamente interesante que

sustituciones idnicas y vacantes dentro de su
(Mathew 2001;
Cazalbou et al. 2005). Por tanto a lo largo de

estructura and Takagi
los afios varios autores han propuesto

diferentes aproximaciones a modo de
formula general, de las cuales una de las mas

recientes es (Grossin et al. 2010):

CalO-(x-u)(PO4)6-x(HPO4ICO3)X(OH:Fr---)Z—(x-Zu)r
donde0<x<2,y0<2us<x

Los organismos vivos aprovechan esta
propiedad para mantener su homeostasis, al
adaptar sus tejidos mineralizados en funcidn
de sus necesidades fisioldgicas y funcionales.
Es por esta razén que las AB rara vez se
observan como apatitas estequiométricas;
por el contrario, como ya se menciond,
presentan pequefias cantidades de una gran
variedad de iones sustituyentes (Mathew
and Takagi 2001; Cazalbou et al. 2005). Esta

caracteristica tan importante es debida al



tamafio nanométrico de sus cristales y a las
propiedades de su superficie, lo cual se
secciones

comentard en las siguientes.

Sumado a esto, las apatitas son las
estructuras mas estables dentro de los
fosfo-calcicos. En

compuestos resumen

todas estas caracteristicas Unicas le han
permitido a las apatitas formar parte de los
tejidos mineralizados cumpliendo desde
funciones mecanicas tales como permitir la
movilidad o proteger los tejidos blandos,
hasta funciones metabdlicas, como Ila
regulacion de la homeostasis idnica de los

fluidos bioldgicos del organismo.

1.1.2 Principales tipos de apatitas

1.1.2.1 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita es una de las apatitas mas
estudiadas debido a su gran similitud con las
apatitas bioldgicas presentes en los huesos y
los dientes de los seres humanos (Trommer
et al. 2009).
Cay(PO,)s(OH),, con una relacion
calcio/fésforo (Ca/P) de 1.67 (Cazalbou et al.
2004b; Trommer et al. 2009; Xian 2009).
Presentan cominmente una estructura de
grupo
cristalografico P63/m, con los parametros de
celda a=b=9.432 y ¢=6.881. En el caso de las
hidroxiapatitas estequiométricas sintéticas,

Su formula quimica es

cristal hexagonal de espacial

el sistema cristalino es monoclinico y su
grupo espacial cristalografico es P2,/b, con
los pardmetros de celda a= 9.4214, b= 2a, y
c=6.8814 (Mathew and Takagi 2001).

Esta estructura puede soportar diversas
sustituciones parciales o totales, ya sea del
catién Ca®* como de los aniones PO, u OH’,
con una distorsion minima o nula. Las
sustituciones siempre son del tipo catién por
catién y anidn por anion, aunque el médulo
de la carga no tiene porque ser siempre

(2]

igual. En los casos en que se produce un
desbalance de carga se generan vacantes en
el cristal. Por ejemplo la sustitucién de PO,
por HPO,> provoca la liberacién de un Ca*'y
un OH” dejando dos vacantes (Cazalbou et al.
2004a). Tales sustituciones puede variar el
valor de la relacién Ca/P en funcién de la
naturaleza de las mismas y del tiempo que
se mantenga en solucion, ya sea en fluidos
biolégicos o aguas madre, debido a un
conocido como  maduracion
2004b),
ahondaremos mds adelante. Las diversas

proceso

(Cazalbou et al. y en el que
sustituciones idnicas que se dan en las
apatitas dseas puede producir variaciones en
la relacién Ca/P en un rango entre 1.37 y
1.87 (Xian 2009). Tanto la hidroxiapatita
como sus variantes sustituidas presentan
una estabilidad térmica importante, capaces
de soportar sin degradarse temperaturas por
los 1000 °C. También

quimicamente estables e

encima de son
insolubles en
medios neutros o basicos, pero son solubles
en medio acido. Esta es la razon por la cual
las hidroxiapatitas que forman los dientes se
debilitan con el medio acido provocado por

bacterias generadoras de caries (Xian 2009).

1.1.2.2 Carboxiapatita
La carboxiapatita es una hidroxiapatita que
presenta carbonato como sustituyente del
hidroxilo (carboxiapatitas de tipo A) o del
fosfato (carboxiapatitas de tipo B). Son las
apatitas mds ampliamente utilizadas por los
organismos para formar sus estructuras
mineralizadas. Las

bioldgicas apatitas

biolégicas son principalmente
carboxiapatitas de tipo B y en menor
proporcién de tipo A (Mathew and Takagi

2001).



1.1.2.3 Fluoroapatita

La fluoroapatita es la apatita mds insoluble, y
con la mayor estabilidad térmica y quimica
(Xian 2009). Estas propiedades la hacen muy
adecuada para formar parte del tejido

mineralizado de los dientes (Cazalbou et al.

2004a). Ademas el fldor es capaz de
estimular la remineralizacion del esmalte
dental y la proliferacion de células

formadoras de hueso, por lo que es comun
el uso de fllor en pastas dentales para
mejorar la resistencia de los dientes a las
caries (Cazalbou et al. 2004a). La formula
quimica de la fluorapatita es Ca;o(POa)sF,,
por lo que es una hidroxiapatita que posee
flior como sustituyente del hidroxilo
2001).

cristalografica

(Manjubala et al. Presenta una

estructura hexagonal, un
grupo espacial P6s;/m y parametros de celda
a=b= 9.367 y c= 6.884 (Mathew and Takagi
2001). La fluoroapatita se la puede encontrar
solucién sélida con la

formando una

hidroxiapatita, comunmente denominado

fluorhidroxiapatita, de férmula:
Cayo(PO4)s(OH),F, donde 0<x<2

Este compuesto se obtiene por precipitacion
en medio acuoso mas facilmente que la
fluorapatita, incluso en presencia de altas
concentraciones de fldor (Ledn and Jansen
2009).

1.1.3 Tejidos mineralizados en
humanos

Los huesos y dientes son tejidos altamente

complejos y mineralizados formados por

Esta

sus

compuestos fosfo-caélcicos.

particularidad les permite cumplir
funciones fisioldgicas vitales, como son en el
caso del diente las funciones principalmente
mecdnicas y estéticas, como la masticacion,
la fonética o la expresion facial; y en el caso
de los huesos las funciones tanto mecanicas,
estructurales, de

soporte  corporal,

3]

movilidad, asi como funciones metabdlicas,
como es la regulaciéon de la concentracion
idnica de fluidos bioldgicos (Rey et al. 2009;
Bueno and Glowacki 2011).

1.1.3.1 Estructuray propiedades del
diente.

El diente esta constituido por cuatro tejidos:
esmalte, cemento, dentina y pulpa (Figura
1.1). Esta ultima se la conoce como tejido
blando y presenta vascularizacién e
inervaciones, mientras que los tres primeros
se los conoce como tejidos duros debido a
qgue se encuentran mineralizados (Nelson
and Major M. Ash 2010). El esmalte es el

componente que presenta mayor grado de

mineralizacion (97% del peso) y esta
compuesto principalmente por una
hidroxiapatita semejante a la

estequiométrica, con un contenido del 2-4%
de carbonato (Penel et al. 1998). El poseer
apatitas casi estequiométricas, compuestas
por cristales largos y de baja area superficial
baja
solubilidad. Esto le brinda al diente cierta

especifica, le proporciona una

resistencia al ataque acido de las comidas y

bacterias de la flora comensal bucal

(Cazalbou et al. 2004a). Otra caracteristica es

la orientacién estricta de los cristales,

| Gingiva
/ 0 encia

e
Raiz#: ~ Proceso
4y alveolar
# o hueso
L

<¢ " B '
Cemento
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Figura 1.1. Anatomia del diente. Fuente:
http://www.elsevierciencia.com/es/revista/f
armacia-profesional-3/articulo/cuidado-las-
encias-13116004



alineados todos de forma perpendicular a la
superficie del esmalte, correspondiente a la
direccion de crecimiento del cristal, lo que le
confiere una alta tasa de crecimiento y la
posibilidad de remineralizarse parcialmente
por accion de la saliva (Cazalbou et al
2004a). El esmalte se encuentra cubriendo la
dentina a la altura de la corona anatémica
brindandole proteccion (Figura 1.1). Esta
misma funcion cumple el cemento, un tejido
muy similar al dseo, que rodea la dentina a la
altura de la raiz anatédmica. Por udltimo Ia
dentina es el tejido mas abundante del
diente, se encuentra formando el nucleo del
mismo rodeando la pulpa (Fuller et al. 2001).
El conjunto de estos tejidos duros le brindan
al diente una baja solubilidad, resistencia al
ataque de acidos, y la resistencia mecanica
necesaria para cumplir con su principal
funcidén: la masticacion.

1.1.3.2 Estructuray propiedades del
hueso.

El hueso se compone de tejido 6seo, un
tejido conjuntivo mineralizado formado por
laminillas, que a su vez se componen de
células y fibras de coldgeno (Figura 1.2).
Segun la disposicién de las laminillas en la
estructura del hueso, se los clasifica en
huesos corticales o esponjosos. Ambos
presentan células especializadas, una matriz
extracelular organica (30 % del peso), y una
fase mineral (70 % del peso) (Cazalbou et al.
2004a; Fernandez-Tresguerres-Hernandez-
Gil et al. 2006; Bueno and Glowacki 2011). La
matriz orgdnica se compone principalmente
de fibras de colageno (90%), dentro de los
cuales el 95-98% es colageno de tipo I, y el
resto coldgeno de tipo V y en muy pequeiias
m y X
(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al.
2006; Kokubo 2008; Bueno and Glowacki
2011). Ademas presenta otras proteinas,

las glicoproteinas, proteoglicanos,

cantidades colageno de tipo
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Figura 1.2. Estructura jerarquica del hueso cortical.
Adaptado de Ref. (Nalla et al. 2006).

del de
crecimiento (Fernandez-Tresguerres-
Hernandez-Gil et al. 2006; Kokubo 2008;

Bueno and Glowacki 2011). Esto le confiere

proteinas plasma vy factores

al hueso funciones estructurales, elasticidad,
y funciones relacionadas al mantenimiento
de la integridad del tejido 6seo, al actuar
como reservorio de las proteinas necesarias
(Fernandez-
2006;
Bueno and Glowacki 2011). Por otra parte, la

para el desarrollo celular

Tresguerres-Hernandez-Gil et al.
fase inorgdnica estd compuesta por apatitas
pobremente cristalizadas, especificamente
por hidroxiapatitas deficientes en calcio y
fosfato, debido a sustituciones por los

aniones carbonato y fosfato 4acido, y en



menor medida sodio, magnesio, manganeso,
fldor, pirofosfato, cloruro, estroncio, cobre,
zinc o hierro (Cazalbou et al. 2004b; Kokubo
2008; Seo and Lee 2008; Farlay et al. 2010;
Bueno and Glowacki 2011). Los aniones
como el cloruro o el fldor sustituyen a los
hidroxilos, otros aniones como el carbonato
sustituyen tanto hidroxilos como fosfatos, y
por ultimo los cationes metalicos sustituyen
al calcio (Seo and Lee 2008). Los cristales de
estas apatitas presentan forma de placas
delgadas de dimensiones nanomeétricas, que
varian en el entorno de 5 nm a 40 nm de
ancho y de unos 50 nm de largo (Kokubo
2008). El tamafio de cristal caracteristico les
proporciona una enorme area superficial, y
por ende una alta reactividad (Bueno and
Glowacki 2011).

Ademas la superficie de estos cristales
exhibe una “capa hidratada” que se origina
en contacto con el fluido extracelular (Figura
1.3). (Cazalbou et al. 2005; Farlay et al.
2010). Esto le confiere una reactividad aun
mayor a la superficie del hueso, ya que la
estructura de esta capa estd compuesta por
iones muy labiles y reactivos. Estos iones
constituyen el dominio no-apatitico del
cristal &6seo, que rodea a un nucleo
relativamente inerte, mas estable y rigido,
conocido como dominio apatitico (Farlay et
al. 2010). Los iones labiles presentes en la
capa hidratada pueden intercambiarse con
los iones del medio o con proteinas
cargadas, o pueden pasar a formar parte del
domino apatitico. Por esta razén este ultimo
no es estequiométrico, sino que presenta
sustituciones y vacantes (Farlay et al. 2010).
La presencia de estos ambientes no
apatiticos tan reactivos en la superficie le
proporciona a los cristales éseos un conjunto
de propiedades fisicoquimicas
indispensables para cumplir con sus
funciones bioldgicas. Tal es su importancia
gue el hueso esta en constante renovacion

para mantener las propiedades de sus
cristales en las mejores condiciones posibles.

Ambiente Capa 3
apatitico hidratada Solucién
Mgl+
caz+
Mg2+
HPO,* —t
2-
cog* Pr- HPO,
Sr2+ HCOS-
—1> H,PO,
2+
Ca Cat

Figura 1.3. Esquematizacion de la estructura de la capa
hidratada. Se puede observar a la izquierda la capa apatitica
(representada como ladrillos), en el medio la estructura de capa
hidratada o estructura no apatitica que corresponde a la
superficie del cristal (representada en celeste), y a la derecha el
fluido extracelular. Mediante flechas dobles esta representada la
capacidad de intercambiar facilmente iones y proteinas entre la
capa hidratada y la solucién, dado que los iones de la primera son
labiles. Algunos de los iones pueden ser incorporados desde la
capa hidratada al ambiente apatitico durante el crecimiento de
este ultimo (representado con flechas punteadas).

1.1.3.3 Propiedades fisicoquimicas del
ambiente no-apatitico.

En virtud de las dimensiones nanométricas
de sus cristalitas, las apatitas biolégicas que
forman parte del hueso presentan una
elevada relacidon superficie/volumen. A su
vez, varias de las funciones del hueso estan
relacionadas con la superficie de los cristales
que la componen y su interacciéon con los
fluidos bioldgicos (Eichert et al. 2009). Todo
esto hace muy atractivo el estudio de Ia
superficie de estos nanocristales.

Diversos analisis espectroscopicos (como
FTIR o 3?P-NMR) han confirmado la
existencia de los dos ambientes idnicos en el
cristal: apatitico y no-apatitico. El ambiente
apatitico corresponde a una capa hidratada
presente en la superficie del cristal
(Cazalbou et al. 2004b; Cazalbou et al. 2005;
Rey et al. 2009).
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La capa hidratada se forma en solucidon
acuosa, pudiendo considerdrsela como la
transicién progresiva entre el estado sdélido y
liquido (Eichert et al. 2002). Se cree que en
medio acuoso es capaz de inducir o facilitar
el crecimiento del cristal. Ademas algunos
autores sugieren que la presencia de esta
capa disminuye la energia superficial del
mismo (Eichert et al. 2002; Cazalbou et al.
2005; Eichert et al. 2009). Presenta una
estructura desordenada formada por iones
labiles, de relativa alta movilidad, situados
en sitios no-apatiticos. Algunos de los mas
comunes son el carbonato y fosfato acido,
gue son facilmente intercambiables entre si
y por iones del medio, lo cual sugiere que
comparten su sitio en la capa hidratada. Se
puede ver este comportamiento al sumergir
nanocristales de apatitas en soluciones de
alta concentraciéon de carbonato o de fosfato
acido. Si se lo sumerge en la primera,
aumenta la concentracion de carbonato en
el cristal y disminuye la concentraciéon de
fosfato acido; posteriormente al sumergirlo
en la segunda solucion se observa
exactamente el fendmeno  opuesto
(Cazalbou et al. 2004b; Eichert et al. 2009).
Esta capacidad de intercambiar los iones de
forma altamente reversible es debido a la
gran accesibilidad de los sitios de unién de la
superficie y a la alta movilidad de los iones
que la componen. Es importante destacar
que esto ocurre solo en la capa hidratada, ya
que el carbonato presente en el ambiente
apatitico permanece inalterado al sumergir
el cristal en una solucién rica en fosfato
(Eichert et al. 2009). Esto ultimo se debe a
gue en el ambiente apatitico los iones estan
mas fuertemente unidos que en la capa
hidratada (Cazalbou et al. 2004b).

La capa hidratada ademds es capaz de
aceptar e incorporar iones traza, como el
Sr’*, Mg*, Pb**, A**, F, entre otros, segin
sea la composicién del medio (Cazalbou et
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al. 2004b). Asi, una vez que los iones son
incorporados y localizados en la capa son
plausibles de ser liberados nuevamente al
medio. Este proceso de liberacion es mas
y a
incompleto ya que no se pueden liberar la
totalidad de los
incorporados

rapido que la captacion, la vez
sido
2005).

Dependiendo de la naturaleza del ion puede

iones que han

(Cazalbou et al

variar el grado de intercambio entre la capa

y el
concentracion en el

medio. Por ejemplo, a igual

medio, la tasa de
intercambio del Sr** es mas elevada que la
del Mg** (Cazalbou et al. 2005). Otra
particularidad que presenta la capa
hidratada es que puede incluso adsorber o
liberar proteinas, asi como también
intercambiar grupos de proteinas cargadas
por iones, como la albumina, factores de
crecimiento, proteinas etc.

(Cazalbou et al. 2004b).

colagénicas,

La capacidad de intercambiar iones y de
adsorber proteinas varia con el paso del
tiempo. El envejecimiento del hueso provoca
la disminucion gradual de la capacidad de
captacion y liberacién de iones por parte de
la capa hidratada, asi como también una
disminucién gradual en la capacidad de
adsorber proteinas. Esto ocurre durante un
proceso conocido como maduracion (Eichert
et al. 2002; Cazalbou et al. 2004b; Farlay et

al. 2010).

1.1.3.4 Maduracion.

Las apatitas no estequiométricas son
termodinamicamente inestables, por lo que
en solucion, se van transformando
gradualmente en estequiométricas con el
paso del tiempo (Eichert et al. 2009). El
envejecimiento del cristal conlleva una
gradual ampliacion del ambiente apatitico en
sustitucion del ambiente no-apatitico con la
capa

consecuente disminucién de la



hidratada vy todas las
propiedades que ésta le confiere al cristal
(Eichert et al. 2009; Farlay et al. 2010). A

este proceso por el cual las apatitas no

por ende, de

estequiométricas pierden su ambiente no-
apatitico se le conoce como maduracion o
envejecimiento en solucién (Eichert et al.
2009). Es importante diferenciarlo de otros
tipos de maduracion como el proceso de
maduracion de Ostwald, el cual corresponde
a la disminucion de la energia superficial del
soélido, mediante la disolucion de los cristales
mas pequefios, incrementando aun mas el
tamafio de los cristales mds grandes. Este
fendmeno a diferencia de la maduracién en
solucidon es muy lento, al punto que no es
apreciable en wuna escala de tiempo
bioldgica, siendo observable por ejemplo en
los restos fosiles (Cazalbou et al. 2004a).

La maduraciéon del cristal es un proceso

fisicoquimico, termodinamicamente
favorable, que ocurre a lo largo del tiempo
en un medio acuoso, ya sea el medio
extracelular para el caso de los cristales del
hueso, como las aguas madres para las
apatitas sintéticas (Eichert et al. 2002;
Eichert et al. 2009). Aun no esta elucidado el
por
fendmeno, pero si se han estudiado los

mecanismo el cual ocurre este
cambios estructurales que genera en el
cristal y sus efectos (Eichert et al. 2002;

Eichert et al. 2009).

El cristal no estequiométrico inicialmente

presenta un extendido ambiente no-
apatitico, el cual durante la maduracion va
perdiéndose, dando lugar a un ambiente
apatitico creciente (Eichert et al. 2009). Se
ha observado durante el proceso de
maduracidon una exclusién de las moléculas
de agua asi como una disminucidon de las
moléculas de HPO,”. Simultdneamente la
concentracion de Ca2+, OH vy CO32'aumentan

en el ambiente apatitico (Eichert et al. 2002).
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Particularmente el COs* entrante sustituye
al HPO,” (Eichert et al. 2009).

El ambiente apatitico presenta interacciones
mas estables entre moléculas que la capa
hidratada, y por ende durante la maduracion
aumenta la rigidez y estabilidad estructural
del cristal (Eichert et al. 2002). Al ambiente
apatitico se pueden
irreversiblemente las sustituciones idnicas ya

incorporar

presentes en la capa hidratada, los cuales a
medida que progresa la maduracion, al ir
uniéndose en una matriz mas rigida,
permanecen cada vez menos disponibles
para su liberacién al medio (Cazalbou et al.
2005; Eichert et al. 2009). Este tipo de
comportamiento lo presentan los iones
capaces de sustituir con facilidad alguno de
los iones del ambiente apatitico (ca®, Po,* o
OH’). Por otro lado, los iones incapaces de
entrar al ambiente apatitico o con
dificultades para hacerlo pueden retrasar el
proceso de maduracién, al permanecer en la
capa hidratada (Cazalbou et al. 2005). Un
ejemplo de esto lo constituye el Mg**, el cual
a medida que la maduracidn avanza, sigue
siendo igualmente capaz de intercambiarse
entre la capa y el medio, dado que se
capa

hidratada y no es incorporado al ambiente

mantiene preferiblemente en Ia
apatitico por su dificultad para sustituir al
calcio alli presente, generando un retraso en
el crecimiento del ambiente apatitico. El Sr**
es un ejemplo del caso contrario, ya que se
ha observado que puede ser incorporado al
ambiente apatitico dado que a medida que
avanza la maduracién el mismo va quedando
cada vez mas retenido en el cristal y menos
disponible para intercambiar con el medio
(Cazalbou et al. 2005). Algunos iones, como
es el COy%, presentan un comportamiento
intermedio entre estas dos categorias. Si
bien este anidn es capaz de entrar al
ambiente apatitico, es conocida su gran
capacidad inhibitoria del crecimiento del



cristal (Eichert et al. 2009), por lo que
dependiendo del estado de maduracion del
puede permanece
hidratada
enlenteciendo asi el proceso de maduracién
(Cazalbou et al. 2005).

cristal, parte de él

estabilizando la capa

En el hueso normal el avance del proceso de
maduracién va acompafiado con el cambio
de otros parametros fisicoquimicos, como es
el aumento del indice de cristalinidad
(Eichert et al. 2009). Este ultimo es una
medida del grado de ordenamiento en un
solido, y su incremento puede deberse tanto
al aumento del tamano de los cristales en
promedio, como a la disminucién en las
sustituciones y vacantes, volviéndose los
cristales mas estequiométricos, ordenados o
“perfectos”. Durante la maduracion el
ambiente apatitico incrementa su tamafio y
el cristal se torna mas organizado, lo que se
refleja en un aumento del indice de
cristalinidad. Por el contrario el hueso joven
o inmaduro presenta una baja cristalinidad,
debido a que posee una importante capa
hidratada y un ambiente apatitico menor
(Farlay et al. 2010). Dada esta relacion se ha
utilizado en numerosos casos al indice de
cristalinidad como parametro para
evidenciar el estado de maduracidn, sin
embargo algunos autores cuestionan que tal
relacion efectivamente pueda establecerse

(Kuhn et al. 2008; Farlay et al. 2010).

La presencia de una capa hidratada bien
desarrollada en los cristales éseos es una
necesidad biolégica. Debido a la pérdida
continua de esta capa con el tiempo, el
organismo invierte mucha energia en la
renovacion y remodelacién del hueso. Sin
embargo, el envejecimiento del organismo
conlleva a la disminucidon de la capacidad de
renovacion del hueso (Kuhn et al. 2008;
Eichert et al. 2009). Al mismo se lo considera
maduro cuando su capacidad de renovacién
disminuye al punto que es notorio el efecto
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de la maduracién de los cristales que lo
componen.

Los efectos de la maduracion se manifiestan
claramente en la capacidad que tiene el
hueso de absorber metales contaminantes.
Los nifios o jovenes son muy sensibles a la
contaminacién con dichos iones metalicos,
ya que sus huesos inmaduros presentan una
gran proporcidon de ambientes no apatiticos
capaces de intercambiar iones con el medio,
lo cual conlleva a la bioacumulacién del
metal, y posterior liberacién en sangre
mediante la resorcion dsea. (Eichert et al.
2009). Por ejemplo, la contaminacion por
plomo produce su mayor dano por su
presencia en sangre; sin embargo su
bioacumulacién en los huesos puede generar
dafios en este drgano, siendo posible
ademads la liberacion del plomo a la sangre
generando asi un aumento de la plombemia
incluso después de retirar la exposicidn
exogena al plomo. Por tanto la acumulacién
de metales pesados en el tejido dseo se
puede ver como una fuente enddgena de

estos contaminantes (Sanin et al. 1998).

Otro ejemplo interesante de relacién entre
la capacidad de renovacion y la acumulacion
de iones esta dado por la deposicién de
estroncio en huesos con cancer, que duplica
la que se verifica en huesos sanos. Esto se
debe a que el hueso con cdncer tiene una
mayor tasa de renovacién (Cazalbou et al.
2005).

Es interesante que pese a la inestabilidad de
la capa hidratada, a lo largo de la evolucidn
utilizandola e

los organismos siguen

invierten mucha energia en su
mantenimiento, lo cual da una idea de la

importancia que tiene a nivel biolégico.



1.1.3.5 Funciones biolégicas de las
apatitas oseas

Las propiedades de las apatitas bioldgicas

dependen de varios parametros, como la

tamafio del

composicion, el cristal, la

morfologia, la relacidn ambiente
apatitico/no-apatitico, y en gran medida a su
extensa area superficial y su capa hidratada.
Estos Ultimos le permiten cumplir con su
principal funcién biolégica, la regulacion de
la homeostasis idnica, al actuar como
reservorio de iones gracias a su capacidad
para incorporar o liberar los mismos al
medio extracelular en funcién de las
necesidades del organismo. Como ya se
menciond, esta capacidad de mantener la
homeostasis va a depender del estado de
maduracion del cristal dseo, por lo cual es
sumamente importante la renovacién dsea

periédica. Ademas la capa hidratada le

proporciona al cristal algunas de sus
propiedades fisicas tipicas, como su
conductividad eléctrica debido a la alta

movilidad de iones que presenta (Cazalbou
et al. 2004a; Eichert et al. 2009).

La habilidad de intercambiar iones con el
medio que presenta la capa hidratada le
permite variar su composicion en funcidn de
fluido
bioldgico, lo cual depende de factores como

la concentracién de iones del
la nutricion, intoxicaciones, patologias, etc.
Los iones presentes en la capa hidratada
pueden ser liberados al medio mediante dos
mecanismos. Por un lado,

segln sus

concentraciones de equilibrio pueden
liberarse de forma espontanea. Por otra
parte, se produce una elevada liberacién de
iones durante la actividad de los
osteoclastos al destruir el hueso envejecido
para su renovacion. Varios iones, como el
SI"2+, Mg2+, Mn2+, o Zn2+,

concentraciones traza, pueden actuar sobre

aun en

las células presentes en el hueso y afectar
tanto la estructura, como las propiedades
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mecdnicas o bioldgicas de las apatitas que lo
componen. Un ejemplo de esto es el Sr**, el
cual presenta la capacidad de potenciar la
actividad de los osteoblastos e inhibir la de
los osteoclastos (Cazalbou et al. 2004b;
Cazalbou et al. 2005).

A su vez la capa hidratada permite la
adsorcién de ciertas proteinas a la superficie
del cristal, lo que sugiere que las apatitas
actian como reservorio de componentes
organicos. Diversos estudios han
corroborado que esta propiedad puede
inhibir
seglin la concentracion de las proteinas

potenciar o la biomineralizacion,
adsorbidas. También se ha observado que la

presencia de ciertas proteinas en

determinadas concentraciones, pueden

estabilizar la nucleacion y controlar el
numero y tamafio de los cristales (Cazalbou
et al. 2004b). Por tanto, la matriz organica es
otro factor que influye en la formacion de las

apatitas y en la mineralizacion del hueso.

En resumen, es muy clara la importancia de
la capa hidratada para la actividad bioldgica
de las apatitas dseas, ya sea permitiéndole
regular la homeostasis iénica de los fluidos
biolégicos, asi como la concentracién de
componentes organicos, como proteinas
colagénicas o factores de crecimiento. El
estudio de estos fendmenos es muy
importante no soélo para comprender su
funcionamiento sino para la mejora tanto en
el diagnodstico y tratamiento de patologias
relacionadas a la mineralizacidon (Bazin et al.
2012), asi
implantes &seos. El conocimiento de las
propiedades de las apatitas bioldgicas puede

orientar

como en el desarrollo de

particularmente al desarrollo vy

generacion de implantes bio-inspirados,
capaces de actuar como materiales de
remplazo o sustitutos déseos y a su vez

permitiendo la regeneracion de los tejidos.



1.2 Desarrollo de implantes
ortopédicos

1.2.1 Caracteristicas de los implantes
0seos y buco-maxilofaciales.
Los implantes ortopédicos son los mas
estudiados en medicina debido a su amplioy
prolongado uso (Mozafari 2007). Se aplican
como sustitutos 6seos o dentales, y aunque
cada vez se desarrollan dispositivos mas
eficientes y seguros, su uso aun puede
acarrear problemas como el rechazo del
implante, infecciones al colocarlo o
removerlo, etc. Todo material sintético que
sea utilizado como sustituto de un tejido se
lo conoce como un biomaterial (Ledn and
Jansen 2009). Se han utilizado diversos
materiales para el desarrollo de los mismos,
como metales, polimeros, ceramicas, entre
otros (Ledn and Jansen 2009). También se
de

bloques, o

han disefiado diversas formas

presentacién, como polvos,
(J.J. Morales
2002). La

presentacién

cementos de Cano and

Hermoso. eleccion de la

y el material a utilizar
dependeran de las necesidades quirdrgicas
(J.J. Morales de Cano and Hermoso. 2002).
Dentro de los metales mas comunmente
utilizados se encuentran el acero inoxidable,
y las aleaciones de cromo, cobalto y titanio.
Los dos Ultimos son principalmente
utilizados para la producciéon de proétesis
debido a su gran resistencia tanto mecanica,
como a la corrosion dentro del organismo
(Ledn and Jansen 2009). Por otra parte los
polimeros son materiales muy usados en
protesis especificas, como las de rétula, o
como componentes o copas acetabulares, e
incluso como rellenos odontoldgicos.
Finalmente, los materiales ceramicos son
utilizados tanto en implantes odontoldgicos
como en insertos de cadera, debido a su
dureza vy resistencia al desgaste y corrosién
(Ledn and Jansen 2009).

ceramicos con tales aplicaciones se

A los materiales
los
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conoce comunmente como biocerdmicos
(Xian 2009).

Los materiales bioceramicos se clasifican
como inertes, superficialmente activos o
reabsorbibles. Dentro de los primeros entran
los materiales incapaces de interaccionar
con los tejidos, como la alimina, el zirconio,
y el oxido de titanio, los cuales son
conocidos por ser portadores de una gran
resistencia quimica e incapaces de ser
reabsorbidos por el organismo. Los vidrios
bioactivos son un ejemplo de materiales de
superficie activa, y también son fuertes e
incapaces de ser reabsorbidos, pero si
pueden interaccionar con los tejidos que lo
de

estimular la osteogénesis (Xian 2009). Por

rodea, especialmente son capaces
ultimo los bioceramicos reabsorbibles son
materiales con una vasta aplicacién, en
especial en reparaciones dentales y como
portadores de drogas (Xian 2009). Como lo
evidencia su nombre, son materiales
reabsorbibles por el organismo, ademas son
biocompatibles, versatiles e interaccionan
con los tejidos d&seos. Sin embargo, a
de
presentan una resistencia mecanica muy
pobre y poco ductil (Xian 2009), por lo que

Ultimamente se ha estudiado el uso de

diferencia los otros bioceramicos,

materiales poliméricos o metalicos (como
placas o tornillos) en combinacidon con
de
mejorar sus propiedades mecanicas (Ledn
and Jansen 2009; Xian 2009; Ahmed et al.
2011). Los bioceramicos reabsorbibles son
por
por

ceramicos reabsorbibles, modo de

materiales principalmente formados

compuestos fosfo-cdlcicos, ya sea
hidroxiapatita o compuestos relacionados.
Como se menciond en las secciones
anteriores, la hidroxiapatita es el principal
mineral presente en los huesos y dientes, y
por tal razdn estas bioceramicas presentan la
capacidad de interaccionar e integrarse al

tejido dseo vivo. A esta propiedad se le



conoce como bioactividad (Ledn and Jansen
2009), y la presentan tanto las cerdmicas
reabsorbibles como las superficialmente
activas (Xian 2009). La razén por la cual son
bioactivas es debido a que permiten Ia
deposicién de apatitas bioldgicas y otras
moléculas sobre el implante, ya que
aumentan la concentracion de fosforo vy
calcio en el medio. Este mecanismo permite
del

son

la  colonizacion implante  por

osteoblastos, que las  células
especializadas en la produccién de la matriz
6sea del hueso (Ledn and Jansen 2009),
produciendo asi el crecimiento del hueso
sobre la superficie del implante. Este ultimo
actua como guia del tejido dseo mediante un
proceso conocido como osteoconducciéon
(Ledn and Jansen 2009), proceso por el cual
el implante permite la reparacién del hueso,
soportando la

de

promoviendo la vascularizacién y posterior

migracion, fijacion y

proliferacion los osteoblastos vy
formacion de la nueva matriz ésea (Ledn and
Jansen 2009; Xian 2009). Si
de
reabsorbibles, su solubilidad en el fluido
biolégico y su tasa de degradacién por

actividad celular son muy bajas. Por tanto va

bien los

bioceramicos fosfo-calcicos son

a permanecer en el organismo varios afos
luego de la implantacién (Ledn and Jansen
2009). Esto impone la necesidad de que el
implante sea lo mds biomimético posible, sin
perder propiedades
necesarias, ni la

las mecanicas
bioactividad, u
osteoconductividad (Ledn and Jansen 2009).
El concepto de biomimetismo (confundirse o
parecerse con lo biolégico) implica que el
implante tenga la composicién, cristalinidad
y propiedades mecanicas lo mas similares
posibles a las apatitas bioldgicas (Ledn and
Jansen 2009). Tal es el caso de los cementos
de fosfato de calcio (CFC), o en particular del
cemento de hidroxiapatita (CHA) (Mozafari
2007; Ledén and Jansen 2009). Este ultimo
frente a las biocerdmicas de hidroxiapatita
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presenta la ventaja de endurecerse dentro
del
biocompatible,

organismo. Ademas es un material
resistente a infecciones,

osteoconductor y bioactivo (Mozafari 2007).

Se puede concluir que el disefio de proétesis
apunta a cumplir con una serie de criterios
(Im et al. 2012). Por un lado deben ser
biocompatibles, con estructuras y
composicion quimica lo mas biomiméticas
deben

aumentando la adhesidn y deposicion de las

posibles, integrarse  al tejido
células déseas para estimular el crecimiento
del tejido sin generar una respuesta inmune
contra la prétesis, y ademds deben ser
porosos de modo de ayudar tanto a la
migracion celular como al intercambio de
nutrientes (Im et al. 2012). Todos estos
aspectos se encuentran razonablemente
contemplados en el caso de los bioceramicos
y cementos de hidroxiapatitas, que ademas
cumplen con ser biodegradables para actuar
como sostén al principio (bioconductor) vy
luego ir degradandose a medida que crece el
tejido. Por ultimo, los implantes deben

poseer las propiedades mecanicas
adecuadas para soportar y sostener no sdlo
el crecimiento del tejido, sino también las
tensiones ejercidas por la actividad del
individuo (Im et al. 2012). En este ultimo
punto son casi inigualables las protesis
metdlicas, aunque carecen de la capacidad
de biodegradarse y no presentan todas las
de las

propiedades favorables

hidroxiapatitas.

1.2.2 Efectos del uso de
hidroxiapatitas como
revestimiento de implantes
metalicos.

Las biocerdamicas y los cementos formados
por fosfatos de calcio, en particular por
hidroxiapatita, han sido de gran importancia

a nivel ortopédico. El hecho de que la



hidroxiapatita sea un material propio del
organismo, le proporciona la capacidad de
ser un excelente sustituto éseo. Sin embargo
presenta una desventaja, y es su baja

resistencia mecanica.

Por otro lado los implantes metalicos han
sido utilizados desde hace afios por su gran
resistencia mecanica, actuando
principalmente como soporte. No obstante
el uso de estos materiales puede en algunos
casos provocar dafios al liberar iones
metalicos a los fluidos bioldgicos debido al
proceso de corrosion (Shibli and Jayalekshmi
2008). Una forma de prevenir esto es el uso
de hidroxiapatita como revestimiento (Shibli
2008).

aplicada de varias formas, como son la

and Jayalekshmi Esta puede ser

pulverizacién térmica sobre el implante
metalico, el revestimiento por haz de iones,
pulverizacién por plasma (plasma-spray), la
compactacién isostatica en caliente, entre
otras (Faig-Marti and Gil-Mur 2008; Ahmed
et al. 2011). En este tipo de proétesis el metal
papel

brindando su

desempefia  un estrictamente

estructural, resistencia
mecdnica, mientras que el revestimiento, al
ser biocompatible, actia como facilitador y
acelerador de la integracién y fijacion del
implante (Faig-Marti and Gil-Mur 2008). El

desempeiio del revestimiento va a depender

de numerosos factores, incluyendo su
composicion, estabilidad quimica,
estabilidad mecanica, cristalinidad,

morfologia, porosidad, darea superficial vy
tamafio de cristal (Faig-Marti and Gil-Mur

2008; Ahmed et al. 2011).

Dado que la superficie del implante esta en

intimo  contacto con los tejidos, es

determinante una buena interaccion e
integracién al mismo (Tambasco de Oliveira
and Nanci 2004). Por ello el revestimiento
hidroxiapatitico presenta grandes ventajas:
toxicidad e

biocompatibilidad, baja

inmunogenicidad (Kundu et al.). Por otra
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parte le proporciona al implante una mejor
osteoconductividad, facilitando la formacion
y el crecimiento interno de hueso (Kold et al.
2006; Voigt and Mosier 2011; Hirota et al.
2012).
animales y humanos, muestran que el uso de
de
hidroxiapatita estimula la produccién de

Estudios recientes en modelos

fibras titanio recubiertas con

los
de
formacion de hueso (Hirota et al. 2012). Esto

cristales de fosfato de calcio por

osteoblastos, aumentando Ila tasa
puede explicarse por la predisposicidén de la
hidroxiapatita para adsorber proteinas de la
matriz extracelular, lo que estimula Ia
adhesién, proliferacién y diferenciacion de
los osteoblastos sobre la protesis (Faig-Marti
and Gil-Mur 2008). Esta propiedad a su vez
permite una mejor fijacion del implante,
como se ha visto en numerosos estudios pre-
clinicos (Kold et al. 2006; Voigt and Mosier
2011). Por ejemplo esta mejora de la fijacion
puede ayudar en las artroplastias totales de
rodilla, a disminuir la movilidad de sus
componentes en etapas tempranas post-
quirurgicas y prolongarse ese efecto por

hasta cerca de 10 afios (Pijls et al. 2012).

La estabilidad del implante puede afectarse
por el grosor y el tamafio de poro del
revestimiento (Voigt and Mosier 2011).
Segun Voigt (Voigt and Mosier 2011), se
consigue un implante fuerte y de mejor
estabilidad y durabilidad si el grosor del
revestimiento no sobrepasa el rango de 30 a
60 um y el tamafio de poro esta en el
entorno de los 150 a 425 um. La densidad de
los poros y sus interconexiones también son
determinante de la

un factor

osteoconduccion, al facilitar la
vascularizacién, y ayudar a las células en su
migracion, distribucion y actividad. Todas
estas son cuestiones centrales al momento
de estimular la formacién de nuevo tejido
o6seo (Kundu et al.). Varias investigaciones
interfaz  entre el

demuestran que la



revestimiento y el sustrato de estas protesis
presenta problemas debido a una baja
adherencia, o a efectos del estrés residual
sobre las fuerzas de adhesion (Shibli and
Jayalekshmi 2008; Ahmed et al. 2011). Estos
efectos pueden inducir el quiebre, rotura, o
de de
hidroxiapatita, exponiendo al metal de base

desprendimiento las ldminas
a la corrosién y liberacion de iones (Shibli
and Jayalekshmi 2008). Se han explorado
varias formas de mejorar los implantes dseos
para evitar estos problemas, como es la
medicién de la tensién residual para modelar
y desarrollar mejores pulverizados térmicos
de HA (Ahmed et al. 2011), o el uso de
materiales como el fosfato de zinc como
revestimiento de la interfaz, ayudando tanto
a mejorar la adherencia de la lamina de HA,
como a evitar la liberacién de iones
metalicos en caso de ruptura de la misma
(Shibli 2008). Otra

estrategia mas novedosa es el uso de

and Jayalekshmi

ldminas de grosor nanométrico, que no sélo
del
revestimiento sino que ademas incrementa

minimizan el desprendimiento
la estimulacién celular (Svanborg et al.
2011).

1.2.3 Efectosdela

nanoestructuracion de
implantes.
La osteointegracion de

depende de varios factores, entre los cuales

los implantes
se encuentra la topografia de la superficie.
Se ha observado que los implantes rugosos,
son mejores inductores del crecimiento éseo
qgue los lisos, mejor aun si presentan una
rugosidad del orden de los micrometros
(Svanborg et al. 2011). Sin embargo, en los
ultimos afios y gracias a los avances en las
técnicas nanoscopicas, se ha verificado la
importancia de las rugosidades, pero del
los nandmetros (Durmus and
2012). La de

orden de

Webster formacion
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nanoestructuras en la superficie de titanio
brinda
favoreciendo

una mayor drea  expuesta,
la unién de componentes
proteicos de la matriz y de osteoblastos a la
misma, estimulando la osteogénesis y por
ende aumentando la osteointegracion de la
protesis (Tambasco de Oliveira and Nanci
2004; Durmus and Webster 2012). Ademas
disminuye la unidn de las bacterias a la
protesis, lo que disminuye la probabilidad de

infeccion (Durmus and Webster 2012).

Otra estrategia novedosa es el uso de las
de
nanoparticulas de hidroxiapatita (Svanborg

placas titanio revestidas con

et al. 2011). Estas presentan una mejora en
de
biocompatibilidad, vy

sus propiedades osteoconduccién,
osteointegracion,
bioactividad, propiedades ya descriptas para
las protesis revestidas con hidroxiapatita en
la Seccién anterior. Ademas el hecho de que
el revestimiento sea nanoestructurado
provee un incremento en su biomimetismo
(Im et al. 2012). Para explicar esto es
necesario recordar los conceptos de la
Seccién 1.1.3.2 (pag. 4) en la que se

mencionan a las hidroxiapatitas

nanoestructuradas como el componente
principal de la matriz mineralizada. Por lo
l6gico
revestimientos

considerar los
de

nanoestructuradas tienen un mayor grado

tanto es que

hidroxiapatitas

de biomimesis y un ambiente mas adecuado
para la adhesién y proliferacion de los
osteoblastos, que los revestimientos de
hidroxiapatitas estequiométricas (Im et al.

2012).

de
presentan una mejor interaccion con las

Las  nanoparticulas hidroxiapatita
células de hueso debido al aumento de su

area superficial, rugosidad, y
humectabilidad, ademas de su similitud con
las apatitas naturales del hueso (Im et al.
2012). El

hidroxiapatitas a

agregado de nanocristales de

materiales como el



guitosano, aumentan sus propiedades de
citocompatibilidad, adhesiéon y dispersién de
los osteoblastos (Im et al. 2012). Varios
estudios in vitro han evidenciado una

correlacion entre el incremento de la

adhesién de los osteoblastos con el
incremento de la nanofase (Price et al. 2003;
Sato et al 2006). Inclusive, la

nanoestructuracion disminuye o por lo
pronto no estimula, la adhesion de otros
de
osteoblastos por los mismos sitios, como los

tipos celulares competidores los
fibroblastos o células musculares (Price et al.
2003). Por su parte, estudios in vivo en
modelos animales, han mostrado que el uso
de de

hidroxiapatitas

placas titanio recubiertas con
nanoestructuradas
incrementa la formacion de hueso nuevo en
la superficie (Svanborg et al. 2011). Todos
estos resultados sin duda alientan a innovar
en los métodos de sintesis de hidroxiapatitas
nanoestructuradas, asi como también en las
técnicas de adhesidn de las mismas a placas

de titanio o polimeros.

1.3 Sintesis de Hidroxiapatitas

Nanoestructuradas
A nivel biomédico se le ha dado una gran
importancia a la obtencién de

hidroxiapatitas cada vez mas similares a las
bioldgicas para su aplicacién como sustitutos
6seos (Sun et al. 2011). A la fecha se han
obtenido varias hidroxiapatitas sintéticas con
sustituciones idnicas puntuales como son la
carboxiapatita, estroncioapatita,
fluoroapatita o fluorohidroxiaptita, entre
otros, y a su vez todas estas de topografia
tanto micro como nanométrica (Ma 2012). El
uso de apatitas sintéticas analogas a las
biolégicas como modelos in vitro, ha
permitido mejorar la comprensiéon tanto de
involucrados en la

los fendmenos

biomineralizacién de los tejidos, como de las
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de
nanocristales éseos (Bazin et al. 2012). A su

propiedades fisicoquimicas los

vez un mejor entendimiento de estos
fendmenos bioldgicos se traduce en un
mejor desarrollo de protesis biomiméticas, y
en la mejor comprensién de las patologias
Oseas asociadas a la mineralizacién (Bazin et

al. 2012).

La sintesis de cualquier nanoestructura
puede realizarse mediante dos enfoques, el
“top down” y el “bottom up” (Botasini 2009;
Ma 2012). La diferencia entre ambos radica
en que en el primero se llega al material
nanoestructurado a partir de un material de
topografia micro, mientras que en el
segundo caso, esto se logra a partir del
autoensamblaje de las moléculas utilizadas
para la sintesis (Botasini 2009). Si bien las
HAs

sintetizadas mediante cualquiera de los dos

nanoestructuradas pueden ser

enfoques, el “bottom up” permite de

manera mas eficiente la obtencion de
nanocristales con morfologias y tamafios
bien definidos, mediante el control de las
condiciones experimentales durante la
2009; Ma 2012).

ejemplo es comun el

sintesis (Botasini Por
uso de agentes
modificadores como pueden ser el acido
citrico, los aminodacidos, o el 4&cido
etilendiaminotetraacetico (EDTA), durante la
sintesis de HA por precipitacion a partir de
reactivos en solucidon (método con enfoque
“bottom up”), de modo de controlar la
nucleacion y el crecimiento del cristal, y de
esta forma controlar su morfologia y tamafio

(Zhou and Lee 2011).

Existen varios métodos de sintesis de HA
nanoestructuradas, los cuales se pueden
clasificar a grandes rasgos en reacciones en
estado sdlido y métodos en medio acuoso
(Padilla et al. 2008; Zhou and Lee 2011). La
sintesis en estado sdlido es un método
comunmente utilizado para la obtencién de
materiales consta

ceramicos, y que



basicamente de la mezcla de reactivos
solidos a altas temperaturas hasta obtener
un producto en polvo o cerdmico. Dentro de
los métodos acuosos se pueden encontrar
varias técnicas como la precipitacion en
solucién, los métodos hidrotermales, la
sintesis en microemulsién, o la sintesis en
sol-gel (Padilla et al. 2008; Zhou and Lee
2011). También se utilizan otros métodos
mas mecanicos como son la sintesis mecano-
guimica, en la cual luego de largas horas de
HA de

nanomeétrico (Zhou and Lee 2011).

molienda se obtiene tamano

A su vez se han desarrollado metodologias
de de HA
directamente sobre

nanoestructuradas
de
materiales, asi como técnicas de fabricacion

sintesis
laminas otros
de compuestos por deposicion o pegado de
las HA sobre diversos materiales (Sun et al.
2011; Lahiri et al. 2012). Esto tiene como
objetivo obtener un material compuesto con
caracteristicas ampliamente favorables en lo
gue respecta a dispositivos ortopédicos (ver
1.2.3). de
métodos utilizados para la fabricaciéon de

Seccién Algunos ejemplos

estos compuestos son el moldeo con
disolvente (solvent casting), separacion de
fases por induccién térmica, técnicas de
electrospinning, mineralizacién in situ de la
HA sobre el polimero, electrodeposicion,
pulverizacién de plasma (plasma spraying),
deposiciéon en aerosol, aleacién superficial
por laser, entre otros (Sun et al. 2011; Lahiri

etal. 2012).

1.3.1 Precipitacion en solucidon acuosa
A la hora de sintetizar HA nanoestructuradas
deficientes en Ca (lo mas semejantes posible
a las bioldgicas), la precipitacién a partir de
reactivos en solucidn acuosa es una de las
metodologias mas empleadas en varios
trabajos, dado que requiere de condiciones
experimentales de temperatura y pH simples
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de alcanzar y con buenos resultados
(Manjubala et al. 2001; Li et al. 2007; Eichert
et al. 2009; Wu et al. 2009). Dependiendo de
de y pH
durante puede

la condiciones temperatura

empleadas las sintesis,
obtenerse compuestos fosfo-calcicos con
fases acidas, basicas o hidratadas, asi como
también compuestos con diferentes grados
de cristalinidad (Eichert et al. 2009; Ledn and
Jansen 2009). Por ejemplo para obtener un
precipitado de baja cristalinidad y con mayor
deficiencia en Ca es necesario utilizar valores
de pH al inicio altos (medio basico) si la
temperatura es mayor a 80 °C, o valores de
pH mas cercanos al fisioldgico si los valores
de temperatura son menores a 80 °C o
inclusive cercanos a la temperatura
ambiente (Eichert et al. 2009). De todos
modos, en funcidn del tipo de apatita que se
quiera sintetizar, puede haber una variacidn

substancial de los requerimientos en cuanto

a las condiciones experimentales. Otra
condicién importante es el tiempo de
maduracion post-precipitacién del

compuesto fosfo-calcico, ya que de este
proceso dependen varios factores como son
la reactividad de la superficie (en funcién del
hidratada), la
composicion general del ambiente tanto no-

tamafio de la capa

apatitico como apatitico, e inclusive el
tamafio del cristal. Debido a esto es que el
tiempo de exposicién del precipitado a las
aguas madres es un factor a tener en cuenta
al momento de sintetizar HAs. El tiempo
necesario para observar cambios en alguno
de los factores es muy variable, desde
algunas horas o incluso de varios dias o
meses (obteniendo en estos casos
variaciones claras en relacién al tamafo del
cristal), se ejemplifica en

(Eichert et al. 2009).

la Figura 1.4

Cuanto menor es el tiempo de maduracion al
que se expone el precipitado menor es su
cristalinidad. Sin embargo muchos de los
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Figura 1.4. Variacion del tamaiio del cristal en funcion del tiempo de
maduracién. Adaptado de Ref. (Eichert et al. 2009)

de sintesis de HAs

nanoestructuradas implican un tiempo de

protocolos

maduracién de algunas horas al final de la
sintesis. Si bien en el protocolo de sintesis de
apatitas pobremente cristalinas (Eichert et
al. 2009) recomienda no dejar madurar los
nanocristales, sus resultados en relacion al
efecto que tiene sobre los mismos el proceso
de maduracidon parece indicar que para
observar cambios en el tamafio del cristal
son necesarios algunos dias de maduracidn.
En de
maduracién podrian afectar solamente la

consecuencia, algunas horas
composicion de los ambientes no-apatiticos
y en menor medida de los apatiticos, pero no
las dimensiones de los nanocristales (Eichert

et al. 2009).

se mezclan soluciones
de
(método empleado en algunas sintesis de
HA)

precipitado

Cuando acuosas

concentradas calcio y ortofosfatos

se puede obtener como primer

un compuesto fosfo-cdclico
amorfo que rdpidamente se vuelve un
compuesto cristalino mas estable como son
las HAs (Dorozhkin 2010). Estos compuestos
gue pueden precipitar son intermediaros de
de HA que

determinadas condiciones. Es posible que el

la sintesis aparecen en

dejar madurar unas pocas horas los

productos de sintesis, sea una forma de
evitar este tipo de compuestos ya que son
rapidamente

sumamente inestables vy

cambian a HAs.
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1.3.2 Intermediaros en la sintesis
acuosa de hidroxiapatitas

En determinadas condiciones, durante la
precipitacion de HA en medio acuoso, se
forman  compuestos intermedios (o
precursores) que inmediatamente dan lugar
a la formaciéon de HAs. Los precursores
reportados hasta el momento en la mayoria
de los trabajos son el fosfato de calcio
amorfo (ACP) y el octacalciofosfato (OCP). El
primero de estos intermediario

es un

observado en  soluciones altamente
concentradas, se cree que es la primer fase
cristalina que se forma en solucién, y debido
a su alta inestabilidad cambia rdpidamente a
una fase cristalina mas estable, cominmente
OCP o HA. Dada su inestabilidad no es un
compuesto facilmente estudiable, ademas al
puede

estructura mediante difraccién de rayos X.

ser amorfo no conocerse su

Segun  andlisis quimicos tiene una
composicidon relativamente constante, con
una estructura conocida como agrupaciones
de Posner de composicidon: Cag(PO,)s. A su
vez mediante andlisis por Microscopia de
(TEM)  pudo

observarse particulas en principio de forma

Transmision Electrdnica

irregular que tienden a una esfera
(Dorozhkin 2010).

El otro precursor mencionado, OCP, es un
compuesto termodindmicamente menos

estable que la HA, y se lo ha reportado como
intermediario no solo en la sintesis in vitro,
sino también in vivo durante la formacién de
apatitas bioldgicas de esmalte y hueso (Ledn
2009). Este
presenta una composicion guimica
semejante a la HA (CagH,(PO,)s.5H,0), con
ambientes

and Jansen intermediario

guimicos apatiticos y no-
apatiticos (Ledn and Jansen 2009; Kaneko et
2011). dificil

diferenciarlo mediante los espectros FTIR de

al. Por este motivo, es

la HA, y solo por andlisis por XRD pueden

diferenciarse a través de los picos



caracteristicos del OCP observables en los
angulos 4.8° 9.6°% 9.9° y 33.7° (Eichert et al.
2009; Kaneko et al. 2011).

Existe un tercer compuesto fosfo-calcico, el
dicalciofosfato (DCPD), que se menciona
como fase intermedia de las AB en Ia
mineralizacién de huesos y dientes, asi como
también se lo relaciona a calcificaciones

patoldgicas (Ledn and Jansen 2009).

1.4 Caracterizacion de
hidroxiapatitas

como se destacan una variedad de
de de HA, es
importante la correcta e
del producto
Esto se

Asi
metodologias sintesis
igualmente
inequivoca identificacidn

obtenido en la misma. logra

mediante la eleccion de la técnica de
caracterizacién apropiada o del conjunto de

técnicas de caracterizacion apropiado. En el

caso particular de las HAs existen
principalmente un par de técnicas
ampliamente utilizadas, basadas en las

propiedades estructurales del producto para

su identificacién, lo cual les provee la
precision requerida. Estas son la difraccion
de rayos X (XRD, X-ray diffraction) y la
espectroscopia infrarroja por la trasformada
de Fourier (FTIR, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) (Panda et al. 2003; Lebon et
al. 2008; Xian 2009). Normalmente ambas
técnicas son utilizadas de forma conjunta
de

hidroxiapatitas sintéticas (HAs). Esto se debe

durante la  caracterizacion las
a que, si bien ambas técnicas generan un
espectro con un patrén caracteristico de las
HAs, cada uno a su vez puede brindar
informacién complementaria relacionada
con su estructura, composicién, cristalinidad,

etc.

Existen otras técnicas también utilizadas
para la caracterizacidon de compuestos fosfo-
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HAs, como la

que es utilizada

calcicos y en particular
Espectroscopia Raman,
analisis cualitativos,

ampliamente para

identificacion de grupos funcionales vy

moléculas  estructurales, y para |la

elucidacion de la conformacion de |Ia
muestra. Por tanto es una técnica que
aporta informacién de una variedad de
expresados como
de

despolarizaciéon. Muchas de las bandas de

aspectos estructu rales,

frecuencia, intensidad vy factores
Raman aparecen por IR también aunque con
diferencias o en la frecuencia o en la

intensidad; de todos modos a ambas

técnicas se las pueden considerar
complementarias (Leédn and Jansen 2009).
Otra técnica empleada es la resonancia
magnética nuclear (NMR, Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy), la cual permite
obtener mayor informacién estructural de la
HA,

ambiente que rodea los dtomos de P, o H o

como por ejemplo al estudiar el
Ca que lo componen. Tiene la particularidad
de que puede obtenerse el espectro de cada
nicleo (*H o *'P) por separado en cada
experimento, de modo que los resultados no
se solapan y por tanto su interpretacion se
simplifica notoriamente (Panda et al. 2003;
Ledn and Jansen 2009). Otra de las técnicas
de

rayos X (XPS, X-ray

empleadas es |la
de
Photoelectron Spectroscopy), la cual si bien

Espectroscopia
Fotoelectrones

pude aportar informacidon con respecto al
entorno molecular, principalmente es una
herramienta muy util a la hora de conocer la
cantidad y el tipo de elementos presentes en
un area determinada y a una profundidad de
1 a 10 nm. Existen otras técnicas capaces de
aportar este tipo de informacién, como las
técnicas de irradiacidon con haces de iones, o
la espectrometria de dispersion de energia
de (EDS,
Spectrometry). Esta dultima generalmente

rayos X Energy Dispersive

implica un espectrometro acoplado a un
microscopio electrénico de barrido (SEM,



Scanning Electron Microscopy). Finalmente,
el Microscopio Electronico de Transmisidon
(TEM, Transmission Electron Microscopy) se
utiliza para la caracterizacién y medicién de
los cristales que componen la HA (Panda et
al. 2003).

1.4.1 Espectrometria de dispersion de
energia de rayos X (EDS).
El EDS permite obtener la composicidn
elemental del material de forma cualitativa,
e inclusive cuantitativa siempre que se
compare el resultado con patrones de
concentracién conocida de un elemento
mediante un procedimiento conocido como
analisis de fluorescencia de absorcion de
nimero atémico (ZAF). El EDS consta en la
irradiacion de una muestra sélida con un haz
de electrones, ionizando los atomos de la
misma, y por ende excitando los electrones
muestra a niveles

de la de energia

superiores. Los mismos se estabilizan,
decayendo a niveles de energia vacantes, y
emitiendo fotones de rayos X con una
energia correspondiente a la diferencia entre
los dos niveles energéticos. Tal radiacién es
detectada y analizada por el equipo
otorgando informacion cualitativa respecto a
la identidad de los elementos que estan
presentes en el drea analizada. En muchos
casos es necesario tener en cuenta al
momento de aplicar esta técnica el grosor de
de

profundidad de penetracion del

sustrato, la
haz de
electrones, y la capacidad de salir los rayos X

la muestra, el tipo

emitidos en las zonas mas profundas (Ledn
and Jansen 2009).
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1.4.2 Técnica de Difraccion de rayos X

(XRD)

1.4.2.1 Bases de la técnica XRD

El XRD es una técnica de analisis estructural
basada en el fenémeno de difracciéon de
ondas, que se da por la interferencia
causada por un objeto de dimensiones
similares a la longitud de onda (A) de la
radiacion con la que se irradia el material a
analizar (Atkins 1999; Xian 2009). En este
caso concreto se utiliza como radiacion los
rayos X, los cuales presentan longitudes de
onda del orden de los 10° m, el mismo
orden que presentan los enlaces
moleculares y las distancias atémicas, por
tanto estos ultimos son capaces de difractar
los rayos X (Atkins 1999). También pueden
ser difractados por las moléculas en si, las

capas finas sdlidas y las superficies (Atkins

1999). La desviacion generada por la
difraccion provoca que los rayos X
interfieran entre si, lo que induce

variaciones en la intensidad de la radiacion,

ya sea amplificdndose cuando los
desplazamientos estdn en fase, como seria
en el caso que coincidan los maximos o los
minimos entre si (interferencia constructiva),
o reduciéndose o incluso anulandose cuando
los desplazamientos no estan en fase, como
en el caso de coincidir los maximos con los
minimos (interferencia destructiva) (Atkins
1999; Xian 2009). Por tanto para poder
observar la difracciéon de los rayos X es
necesario que se produzca un haz intenso
generado por interferencia constructiva,
dada por la reflexion de las ondas en cada
atomo (Atkins 1999). Para que esto ocurra
las ondas reflejadas deben estar en fase, es
decir que la diferencia entre sus recorridos
debe ser un nimero entero multiplo de la
longitud de onda. A su vez esto depende del
angulo de incidencia (©), el cual es el angulo
formado entre el haz incidente y el plano de

la red que refleja dicho haz. Cuando el



angulo © cumple la ley de Bragg (nA = de los planos dentro de la estructura

2.d.sen©) se genera interferencia cristalina (Xian 2009). A su vez estos indices
constructiva, lo cual a su vez produce un se asocian con los picos presentes en los
aumento de la intensidad que se perfiles de difraccidn, por tanto esta técnica
corresponde con un pico en el perfil de es capaz de brindar una importante cantidad
difraccién, se ejemplifica en la Figura 1.5. de informacion estructural (Atkins 1999;
(Atkins 1999; Xian 2009). Esto se repite con Xian 2009).

cada angulo que cumpla la ley de Bragg para
un plano cristalino en particular (Xian 2009).

Estos planos se distinguen mediante una 1.4.2.2 Métodos de difraccién de rayos

serie de indices conocidos como indices de X

Miller  (hki), ~correspondientes a los Se han utilizado distintos métodos para

reciprocos de las distancias de interseccion aplicar la difraccién de rayos X al anélisis

del plano con los ejes a, b y c dados por los estructural de muestras cristalinas. En sus

lados de la unidad de celda o celda unidad o comienzos Von Laue propuso  una

unitaria (Atkins 1999). Por tanto son capaces metodologia que consistia en irradiar un

de indicar la ubicacién y orientacion espacial monocristal, con una amplia gama de

Half-height
peak width

Intensity

@ Peak position
and intensity

|
s e
|

Incoming
X-rays Detector

Diffracted

“grain size”

Representative crystallites Sample holder

ARG PSPy

Figura 1.5. Difraccion de rayos X. (a) Se representan los cristales de una muestra en polvo orientados de
forma azarosa. El tamafio promedio de esos cristalitos se los denomina “grain size”. Se irradia la muestra
con rayos X, siendo el angulo del rayo incidente ©, y el dngulo difractado 26. (b) Se observan las
moléculas y sus respectivos planos determinados por los indices hkl. El rayo difractado 2 presenta un
recorrido de 2.d.sen® mayor que el rayo difractado 1. Si la diferencia de recorridos es mdltiplo de L
entonces se cumple la ley de Bragg y por tanto se genera interferencia constructiva entre los rayos
difractados dando una sefial de mayor intensidad. Dicha sefial es registrada por el detector y expresada
como un perfil de Intensidad en funcién del angulo 26, ver (c). El patrdn de intensidades del espectro es
una “huella dactilar” de la muestra y el ancho de media banda marcado como “linewidth” en la (c), es lo
gue permite calcular la cristalinidad de la muestra. Adaptado de Ref. (Xian 2009).

[19]



longitudes de onda de rayos X, de modo de
gue alguna de esas A cumplan la ley de Bragg
(Atkins 1999). Existe un método alternativo
desarrollado por W.L. Bragg y W.H. Bragg
que se basa principalmente en irradiar con
una fuente monocromdtica de rayos X un
monocristal que va rotando de modo de
obtener finalmente un espectro en el cual se
ve representado la reflexion producida para
cada angulo en los cuales los distintos planos
cumplen con la ley de Bragg (Atkins 1999).
Sin embargo no siempre se cuenta con una
muestra cristalina bien formada como
monocristal, o en algunos casos es laborioso
buscar los angulos apropiados. En vez de
esto es posible analizar muestras en forma
de polvos irradiandola con una fuente de
radiacion monocromatica, de acuerdo con la
metodologia desarrollada por

Scherrer (Atkins 1999).

Debye-

Dado que la muestra esta en forma de polvo,
los cristales que lo componen se orientan en
todas direcciones y de forma azarosa, por lo
gue solo algunos cristales van a tener la
orientacién correcta para que se cumpla la
ley de Bragg para un conjunto de planos en
determinado 6, Figura 1.5 (a) (Atkins 1999).
Cada conjunto de planos presente en el
cristal va a producir difraccion para los
distintos ©, dado que del conjunto de
cristales, siempre algunos van a estar
orientados de forma correcta (Atkins 1999).
Si tomamos como ejemplo un conjunto
particular de planos presentes en varios
del
incidente pero con diferente inclinacidn, los

cristales orientados alrededor haz
rayos difractados van a formar un cono en
torno al haz incidente Figura 1.6. El angulo
de incidencia es de ©, por tanto la reflexién
genera un haz con un angulo de 26 con
respecto a la direccion del haz incidente.
Esto que el

semiangulo de 26 con

significa cono tiene
respecto al

incidente, que pasa por el centro del mismo

un
haz

[20]

(Atkins 1999). En resumen cada conjunto de
planos que cumpla la ley de Bragg va a
generar un cono y por tanto el total de los
conos generados por todos estos conjuntos
de planos da lugar al patrén de difraccidn de
la muestra completa. Finalmente los conos
de intensidad
electrénicamente y generan un patron que

son detectados
se muestra como una grdfica o espectro en
donde la intensidad es representada en el
eje de las ordenadas y el éangulo de
difraccion 20 en el eje de las abscisas, como
se puede apreciar en los espectros de las
Figura 1.5 (c) y Figura 1.7 (Atkins 1999; Xian

2009).

Figura 1.6. Cono de haces difractados. En una
muestra en polvo, algunos cristales estan orientados
de forma azarosa, y siempre algunos cristales estan
orientados de tal forma que para un conjunto de
planos (hkl) dado cumplen la ley de Bragg. En la
figura se observan dos cristales con diferente
orientacion alrededor del haz incidente, en donde el
mismo conjunto de planos que satisface la ley de
Bragg, difracta el haz, de dngulo incidente 8, dando
lugar a un par de rayos, de angulo de difraccion 26,
que se situan sobre un cono. Si tomamos en cuenta
el total de cristales de la muestra, todos los que
estén orientados alrededor del haz incidente de
forma que el mismo conjunto de planos (hkl) cumpla
la ley de Bragg, van a difractar el haz incidente
formando dicho cono. Todos los planos que cumplan
la ley de Bragg van a dar lugar a sus
correspondientes conos, los cuales en su conjunto
forman el patron de difraccion de la muestra.
Adaptado de Ref. (Atkins 1999).
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Figura 1.7. Espectro XRD de una hidroxiapatita
comercial.

1.4.2.3 Aplicaciones de la difraccion de
rayos X

La difracciéon de rayos X es una técnica de
gran aplicabilidad en una vasta variedad de
disciplinas de la ciencia asi como también en
varias dareas de desarrollo tecnoldgico e
industrial

[http://es.wikipedia.org/wiki/Cristalograf%C
3%ADa _de rayos X#Aplicaciones].

Dentro

del area de la quimica, es una técnica
sumamente conveniente a la hora de
estudiar las propiedades estructurales de las
muestras, como es la distancia entre los
planos de una red, las dimensiones de la
unidad de celda (al establecer los valores de
los indices hkl), la cristalinidad de la muestra,
asi como también permite identificar la
muestra en si, deducir su estructura y hasta
su configuracién estequiométrica absoluta,
entre otras (Atkins 1999; Xian 2009). Es
interesante enfocarse en dos aplicaciones
puntualmente: la identificacién de muestras
cristalinas, y la obtencidn de los tamanios de
cristalitas.

[21]

En cuanto a la identificacién de muestras, el
XRD
caracteristico

espectro presenta un  patrén

actuando como “huellas
dactilares” de la estructura cristalina, ya que
una variacion en la posiciéon de los dtomos
la celda unidad afectaria

patrones de XRD. A su vez, a partir de estos

dentro de los
espectros es posible conocer las diferentes
propiedades estructurales ya mencionadas
anteriormente, como es por ejemplo la
determinacion del tamafio promedio de las
nanoparticulas cristalinas, o el tamafo de
cristalita de una muestra nanocristalina
(Holzwarth and Gibson 2011). Esto ultimo se
ejemplifica en la Figura 1.5 (c), en la cual se
observa como a través de la medicidon del
ancho del pico en la parte media de su
intensidad maxima (line width) es posible
calcular el tamafno de cristalita. Para ello es
necesaria la utilizacion de la ecuacidon de
Scherrer:

Dhit = KA/(Bpi.cos©)

en donde Dy es el tamafio de cristalita
perpendicular al plano, hkl/ son los indices de
Miller de los planos analizados, K es un
factor numérico relacionado generalmente a
la forma de la cristalita, A es la longitud de
onda de los rayos X, By es el ancho total del
pico en la mitad de su altura con
dimensiones en radianes, y © es el angulo de

Bragg.

Es importante destacar que esta ecuacidon
tiene una limitante en relacién al tamafio de
cristalita maximo que es posible determinar,
siendo esta cota superior del orden de los
100 a 200 del
instrumento, la muestra, la relacion sefial

nm, dependiendo

ruido, etc. Esta limitacion se debe a que el

ensanchamiento del pico no solo se

corresponde con el tamafo de cristalita, sino
gue también es afectado por otros factores

tanto instrumentales como no

instrumentales. Por tanto a mayores


http://es.wikipedia.org/wiki/Cristalograf%C3%ADa_de_rayos_X#Aplicaciones
http://es.wikipedia.org/wiki/Cristalograf%C3%ADa_de_rayos_X#Aplicaciones

de
ensanchamiento del pico y por ende mayor

tamafios cristalita menor es el
es la dificultad para diferenciar si el mismo
se debe al tamafio de cristalita o a otros

factores (Holzwarth and Gibson 2011).

1.4.3 Espectroscopia de absorcion
infrarroja

1.4.3.1 Aspectos generales

En la espectroscopia infrarroja convencional
se irradia una muestra con una fuente de
radiacion monocromatica, y se registra su
absorcion mientras se va variando la
frecuencia dentro de un rango comprendido
en el infrarrojo. También existen técnicas en
las que se irradia con radiacion policromatica
dentro del infrarrojo y se registra el patrén
de absorcién. Sea de una u otra forma la
energia que provee esta radiacién no es
capaz de inducir la transicién electrénica de
atomos o moléculas, pero si es capaz de
generar cambios en los estados rotacionales
de

organicas como complejos metdlicos de

y vibracionales moléculas, tanto
enlace covalente (Atkins 1999; Skoog; et al.
2005). De esta forma se obtiene espectros
de absorcion del infrarrojo en donde las
bandas tienen contribuciones tanto de los
cambios de niveles cuanticos vibracionales,
como de los cambios de niveles rotacionales
para cada estado vibracional (Skoog; et al.
2005). Los cambios de niveles rotacionales

se resuelven claramente en el espectro de

moléculas de muestras gaseosas, sin
embargo se pierde en muestras liquidas o
solidas debido a que al estar mas

condensadas se generan colisiones azarosas
(Atkins 1999; Skoog; et al. 2005). De este
de
moléculas tienen un tiempo de vida corto y

modo los estados rotacionales las

energias poco definidas dado que apenas
giran algunos grados antes de colisionar con

(22]

otra molécula y cambiar su estado de
rotacién (Atkins 1999). Esto es una ventaja
cuando se realizan analisis quimicos
cualitativos de una muestra ya que simplifica
el espectro, dando lugar a bandas simples,
con cierto espesor, poco espaciadas, sin
ramificaciones, y en particular con
frecuencias e intensidades caracteristicas de
cada molécula o grupo funcional (Atkins
1999; Skoog; et al. 2005). Por tanto al
comparar el espectro generado por la
vibracion de las moléculas de una muestra
(espectro infrarrojo) con patrones tabulados
de nuimeros de onda e intensidad, puede
identificarse las moléculas presentes en esa
muestra (Atkins 1999). Debido a esto es que
son ampliamente usadas para los andlisis
cualitativos; no asi para los andlisis
cuantitativos, para los cuales son usados con
mucha menor frecuencia dado que las
medidas de absorbancia en infrarrojo son
mucho menos precisas que en UV-visible. La
ventaja que podrian tener las primeras sobre
estas Ultimas para andlisis cuantitativos
radica en su alta selectividad (Skoog; et al.

2005).

El nimero de modos vibracionales que
presente una molécula va a depender del
numero de dtomos que posea, ya que todas
las longitudes y angulos de cada enlace van a
poder variar al vibrar (Atkins 1999; Skoog; et
al. 2005).
diatémicas

Por ejemplo las moléculas

solo tienen un modo de
vibracion, estirando y acortando su enlace
intermolecular. A medida que las moléculas
presentan mayor numero de atomos (N)
aumenta notoriamente su nimero de modos
de vibracién independientes, totalizando 3N-
5 en caso de moléculas lineales y 3N-6 en
caso de no lineales (Atkins 1999). Estas
relaciones surgen de restarle a la cantidad
total de desplazamientos que presenta cada
para de

coordenadas desplazamientos

cada tres

(3N),

atomo una sus

los



asociados a la translacién de la molécula (3)
y los desplazamientos asociados a la rotaciéon
de los atomos (2 para las lineales y 3 para las
no lineales), obteniendo como resultado solo
los desplazamientos relacionados con los
modos de vibracidon. Dado que las moléculas
poliatémicas presentan un gran ndmero de
formas de vibrar diferentes, varias de estas
pueden combinarse linealmente para dar
lugar a los distintos modos normales de
vibracién, lo cual simplificaria la forma de
describir las vibraciones de estas moléculas.
Los modos normales de vibracion son
vibraciones armodnicas y colectivas de toda la
molécula, es decir son desplazamientos
relativos de los atomos o grupos de estos
gue se da de forma coordinada entre si, y a
su vez de forma independiente de otros
modos, lo que significa que pueden ser
excitados sin excitar o modificar otros
modos normales. Tomando como ejemplo el
CO,,

normales de vibracidén. Uno de ellos es el v;

se pueden identificar tres modos
gue implica la tensién simétrica de los
enlaces CO estirandose y acortdndose de
forma simultanea. Otro modo normal es v,
que corresponde a la flexidon de los enlaces
co.

corresponde a la tensidn del enlace CO pero

Y por dltimo v; que también

de forma anti-simétrica es decir que
mientras un enlace CO se acorta el otro se
estira. Estos tres modos son totalmente

independientes en el sentido que Ia
excitacion de uno no implica la excitacion del
resto. A su vez son movimientos coordinados
de

vibracionales de cada enlace, los cuales no

y  colectivos los  movimientos
son independientes entre si. Por ejemplo el
movimiento de un solo O en relacién al C en
modo de tension del enlace CO hace que
varie el centro de masa de la molécula y eso
movimiento del

sumado al C genera

inevitablemente el movimiento del otro
enlace CO, obteniendo asi un modo normal

de vibraciéon ya sea simétrico (v;) o anti-
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simétrico (vs3). Este ejemplo es relativamente
sencillo, en donde se pueden ver modos
normales de vibracién correspondientes solo
a tension y solo a flexion, sin embargo en la
mayoria de las moléculas poliatdmicas los
de
combinaciones de tensién y flexién del

modos  normales vibracion  son

enlace internuclear.

Es importante destacar que la vibracion de
una molécula es activa en el infrarrojo, es
decir que la molécula absorbe el infrarrojo y
produce una sefial, cuando cumple con la
condicion de que el momento dipolar
eléctrico de la molécula (p) varie al vibrar la
misma. En otras palabras un modo normal
de vibracion es activo si su movimiento
genera una variacién del momento dipolar. A
esta condicién se la conoce como regla de
seleccion general. Dado que el momento
dipolar depende de la situacién de los
electrones y nucleos en la molécula, el
movimiento relativo de los nucleos modifica
la distancia entre ellos, provocando asi la
variaciéon del momento dipolar. Este dipolo
oscilante a su vez interacciona con el campo
electromagnético haciéndolo oscilar, dicha
interaccion también ocurre a la inversa.

Cuando el dipolo oscila a la misma
frecuencia que el campo electromagnético
se esta dando una transicion vibracional (lo
gue se conoce como absorcion de radiacion
en el infrarrojo) y por tanto se obtiene una
sefial. El hecho de que exista un momento
dipolar oscilante en la molécula no implica
necesariamente que ésta deba presentar un
dipolo por

moléculas no polares como el CO, también

permanente, el contrario

son activas en el infrarrojo, es decir
presentan vibraciones activas, dado que
estas provocan la aparicién del momento
dipolar. Este ultimo a su vez no varia con
todos los modos de vibracién. Si retomamos
CO,, el

vibracional v; (correspondiente a la tensién

el ejemplo del modo normal



simétrica de los enlaces CO) no modifica el u
dado que su movimiento al ser simétrico
mantiene el dipolo en cero. Similar a este
ejemplo es el modo de vibracién que

presentan las  moléculas  diatémicas
homonucleares, el cual es Unico e inactivo en
el infrarrojo, ya que se ejerce una tensién
sobre el enlace que se va estirando vy
cual evidentemente

acortando, lo no

modifica el momento dipolar (Atkins 1999).

1.4.3.2 Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier
(FTIR).

A lo largo del tiempo se han disefiado
distintos tipos de instrumentos que trabajen
en el infrarrojo, como espectrémetros
dispersivos, no dispersivos y fotémetros de
filtro. Durante una época fue muy utilizado
el espectrometro de dispersién, el cual es un
instrumento disefiado para el anlisis
guimico cualitativo, normalmente de doble
haz muy similar al espectrofotémetro UV-Vis
(Skoog; et al. 2005). Con el tiempo fue
practicamente desplazado por un
instrumento no dispersivo conocido como
espectrometro infrarrojo de transformada
de Fourier (FTIR), debido a que este ultimo
presenta numerosas ventajas como son
rapidez, sencillez y fiabilidad, ademas de
presentar una mayor relacién sefial/ruido,
mayor pasaje de radiacidon a través de la
muestra (de 10 a 200 veces mas), mayor
exactitud en la calibracién de la longitud de
de

relacionados a la dispersion de la luz y

onda, y de carecer problemas

emision de IR (Skoog; et al. 2005). El que sea

no dispersivo implica que no utiliza

monocromador, sino que mediante un

interferometro se detecta y registra continua

[24]

y simultdneamente todas las longitudes de
de
interferencia que luego daran lugar a un

onda, obteniendo asi patrones
espectro mediante la aplicacién del método
de transformada de Fourier (Atkins 1999;
Skoog; et al. 2005).

principalmente utilizada en la espectroscopia

Este método es

infrarroja aunque es también compartida
por otros tipos de espectrometros (Atkins
1999). La capacidad de registrar todas las
longitudes de onda simultdneamente y de
forma continua es una de las principales
ventajas que presenta, ademas de brindarle
una mayor sensibilidad (Atkins 1999). Estos
equipos tienen un interferémetro
caracteristico conocido como interferémetro
de Michelson (Atkins 1999; Skoog; et al.
2005). Este dispositivo tiene la particularidad
de poseer un divisor de rayos, que consta de
un espejo parcialmente reflexivo lo que
permite que el rayo de luz incidente sea en
parte reflejado y en parte transmitido.
del de

interferdmetro cuenta con dos espejos (uno

Ademas divisor rayos, el
movil y otro estacionario), un detector y una
de
policromatica, dispuestos como se muestra
en la Figura 1.8 (Skoog; et al. 2005). La
del

dividir el haz de luz proveniente de la fuente,

fuente luz monocromatica o

funcién principal interferdmetro es
e introducir una diferencia variable en sus
recorridos, para que al llegar al detector
de
destructiva, dando lugar a un patrén de
interferencia (Atkins 1999; Skoog; et al.
2005). Al ir desplazando el espejo movil de

interfieran forma constructiva o

forma constante, se va modificando la
diferencia entre las trayectorias de los haces,
lo cual hace variar la diferencia de fases y
por ende la sefal de intensidad que recibe el

detector (Skoog; et al. 2005).
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de
funcién I(x) (interferograma) dependiente

simplificada que

trasformada Fourier transforma la
del desplazamiento del espejo (x), a una
funcién S(v) (espectro) dependiente del
nimero de onda (v). Ambos x y v se
Av

1/(N.Ax), siendo Av la variacion del nimero

relacionan de la siguiente forma:

de onda, N el nimero total de puntos
digitalizados, y Ax la variacion de la distancia
del espejo (Jung 2008). A su vez la intensidad
se relaciona con la transmitancia de forma
T=I/1,, la transmitancia, la

siendo T lo

Detector

Figura 1.8. Interferometro de Michelson. El rayo incidente A
al llegar al divisor de rayos en parte es reflejado (rayo A’) y en
parte es transmitido (rayo B). Los rayos A’ y B recorren dos
distancias diferentes y convergen colinealmente en el mismo
punto sobre el detector, generando asi un patron de
interferencia. El espejo mévil permite modular la sefal. El
detector registra el interferograma de la muestra al colocar la
misma frente al detector, indicado como un recuadro de lineas
punteadas. Con el interferograma de referencia y el de la
muestra se obtiene el espectro de absorcidon de la muestra.
Adaptado de (Skoog; et al. 2005).

El objeto del movimiento preciso y uniforme
(en forma de barrido) del espejo es el poder
modular tanto la intensidad con la que sale
el haz del interferémetro, como todas las
longitudes de onda que emita de forma
simultdnea (Skoog; et al. 2005). Esto hace
que el detector registre un patréon de
intensidad (l) determinada, en funcién del
movimiento del espejo (x), denominado
En

pueden apreciar el interferograma de una

interferograma. la Figura 1.9 (a) se
hidroxiapatita comercial. A este se le aplica

mediante una interfaz computacional la

operacion matemadtica conocida como
transformada de Fourier, la cual reduce la
sefial original representada como I(x) a un
de

el

frecuencia
espectro
(expresada

conjunto de sinusoides

obteniendo asi
de

normalmente

conocida,
buscado potencia

como transmitancia o
absorbancia) en funcidon de la frecuencia
(expresada normalmente como numero de

onda) (Skoog; et al. 2005). En forma muy

[25]
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Figura 1.9. Ejemplo de interferograma y su respectivo

espectro. (a) Interferograma de una hidroxiapatita

comercial. (b) Espectro FTIR correspondiente al

interferograma (a).



intensidad del rayo proveniente de |la
muestra. Por tanto el espectro se expresa
como T(v) (transmitancia en funcién del
numero de onda) (Atkins 1999). En muchos
casos por comodidad se pasa de
transmitancia a absorbancia (A), cuestion
que resuelve facilmente el software del
equipo al aplicar el —logy, a la transmitancia
(A=-log,oT), obteniendo el espectro como
A(v) (Atkins 1999; Jung 2008).

En la Figura 1.9 (b) se puede ver un ejemplo
del espectro obtenido por la trasformada de
Fourier a partir del interferograma de la
parte (a) de la misma figura. A la hora de
obtener el espectro de una muestra, como el
gue se observa en la mencionada figura, se
debe de realizar dos interferogramas.
Primero uno de referencia sin colocar la
muestra ante el detector, aportando solo
informacién proveniente de la fuente, y el
segundo seria el interferograma obtenido al
colocar la muestra en la celda frente al
detector, la cual al absorber radiacidon
infrarroja atenuda los rayos presentes en él
(Skoog; et al. 2005; Jung 2008). La diferencia
entre estos dos interferogramas y por ende
entre sus respectivos espectros S(v), esta

relacionada estrictamente a la absorcion de
la muestra en el infrarrojo. Por tanto el
espectro de la transmitancia de la muestra,
T(v), se obtiene mediante la relacién entre el
S de la muestra y el S de referencia

(Smuestra/sreferencia) (Jung 2008)

Al igual que en la técnica de difraccion de
rayos X, los espectros de absorcion infrarroja
también pueden utilizarse completos como
patrones para la identificacion de muestras
incégnita (Skoog; et al. 2005).
Particularmente estos espectros poseen una
vasta informacidon de la composicién de la
muestra, dado que cada banda que
presentan corresponde un modo normal de
vibracidn de algun grupo funcional o grupo
de moléculas (Atkins 1999; Boskey and
Mendelsohn 2005; Skoog; et al. 2005). Se
muestra un ejemplo en la Figura 1.10 de una
ldmina de carboxiapatita, en la cual se
indican algunos de los modos de vibracidn
de los grupos funcionales correspondientes a
las bandas que componen el espectro.

Es comun que algunas de las bandas queden
solapadas, en esos casos para poder conocer
las bandas individuales que contribuyen al

0,6 -
PO,
T AN e stretching
0,5 4
_ =
5 0,4
S -
§ 0,3
_g T \. POf
S 02+ bending
B —
< 1 co?
0,1 tretchlng o
i OH H,0 bendmg
0.0 - stretct\ing stretching
014 W .tj/’ stretch]ng
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4000 3500 3000 2000 1 500 1000 500
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Figura 1.10. Espectro FTIR de una lamina de carboxiapatita. En la misma se
indican algunos de los modos de vibracion de las moléculas que dan lugar a las
bandas de absorcion que componen el espectro. Adaptado de (Ledn and Jansen

2009).



solapamiento es necesaria la aplicacion de
ciertos procedimientos matematicos que
mediante una buena

permitan resolver

aproximacién la complejidad de tales

espectros. Uno de los procedimientos

empleados comunmente es la
deconvolucién grifica, la cual consta de dos
etapas: en primer lugar el ajuste a una
funcién iteraciones

matematica  por

sucesivas mediante la utilizacion de un
algoritmo adecuado; en segundo lugar la
deconvolucién misma, segin el niumero de
bandas de absorcién que componen la curva
del espectro. El algoritmo mds utilizado para
el ajuste no lineal de curvas por minimos
cuadrados es el de Marquardt, el cual se
basa en una busqueda de gradiente como
paso inicial, llegando a valores minimos de la
suma de los cuadrados de los residuos (Xz),
seguido de una linealizacion por desarrollo
en serie de Taylor. Este procedimiento se
repite hasta que el valor estimado de %° no
varie mas de un 0.1 % o se correlacione con
un valor aportado por el operador. Para el
uso de este algoritmo es necesario ingresar
los valores de los mdximos esperados, los

|”

cuales pueden diferir del valor “real” hasta
en un 50% sin afectar la convergencia final.
Este algoritmo es el utilizado por varios
dado

superioridad al momento de estimar los

programas computacionales su
pardmetros frente a otros algoritmos. Los
diversos programas presentan una variedad
de herramientas de deconvolucién capaces
de obtener distintos grados de resolucion

(Méndez 2001).

Al igual que para las bandas visibles a simple
observacién, es posible adjudicarle un grupo
de moléculas a cada una de las bandas
obtenidas mediante la deconvolucidon, como
se observa en la Figura 1.11, ya que son
igualmente de

las

bandas absorcién que

corresponden a transiciones

vibracionales de las moléculas, quedando

Apatitic POy

g Apatitic HPO,
=)
S Non-apatitic PO,
z A
\
| [ |\ Nop-apatitic HPO,
VAR
oH f \ | ‘.
libration / \ / ’/\ \

Figura 1.11. Deconvolucidn grafica de la banda v,PO, mediante
el programa Gram/32 (Galactic Industries Corporation) (Eichert

530 480

Wavenumbers (cm'1)

et al. 2009).
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solapadas, y componiendo las regiones del
espectro. Esto nos permite conocer todos los
numeros de onda correspondientes a los
distintos grupos funcionales presentes en
una muestra estandar (Atkins 1999; Skoog;
et al. 2005). De esta forma es posible
conocer que grupos de moléculas componen
tablas
correspondientes numeros de ondas para

la muestra, generar con los
cada uno de ellos, y bibliotecas espectrales
de los distintos compuestos, de modo que al
comparar con muestras incégnita poder
identificar su naturaleza y composicién. Esto
es especialmente Uutil cuando se quiere
identificar muestras que pueden presentar
una variedad de sustituciones

en su

estructura, como es el caso de |las
hidroxiapatitas. Es decir que mediante la
comparacién de una hidroxiapatita incognita
(como seria una muestra bioldgica) con una
biblioteca espectral podria identificarse qué
la muestra

tipo de sustitutos presenta

incégnita, ya sea de forma directa al
observar las bandas correspondientes a los
grupos funcionales incorporados, como de

forma indirecta al observar las variaciones



de las bandas de absorcidn de los grupos

funcionales propios de la muestra
(principalmente PO,>, OH), segln como
afecten a sus modos de vibracion las
distorsiones estructurales generadas por la
incorporacién de determinados sustitutos
(por ejemplo, cationes metalicos o aniones
monoatdmicos) (Boskey and Mendelsohn
2005; Rintoul et al. 2007). Esto ultimo nos
indica que es posible identificar los distintos
ambientes quimicos en funcion de las
posiciones de las bandas de absorcion de las
moléculas, dado que estas ultimas presentan
del

Por

estados vibracionales dependientes

entorno molecular que los rodea.

ejemplo, tedricamente solo las vibraciones

de flexiéon (bending) y de extensidn

asimétrico (asymmetric stretching) del PO,
son activos en IR, sin embargo se ha

observado que en ciertos compuestos

solidos se vuelven activos los otros dos

modos de vibracién, el de extension
simétrica (symetric stretching) y el de
deformacién en tijera (scissors

deformational vibration) (Jastrzebski et al.
2011). Otro ejemplo seria el comparar la
deconvolucién grafica de la banda v, del
de
estequiométrica

fosfato una hidroxiapatita

con una no-
estequiométrica, observando en esta ultima
de
correspondientes al PO,> y HPO,> situados
Figura 1.11

(Eichert et al. 2009). Lo mismo ocurre con el

la  aparicion bandas adicionales

en ambientes no-apatiticos,

C0,%*, mediante la deconvolucién grafica de
sus bandas es posible distinguir si es del tipo
A o B, o si se encuentra ubicado en un
ambiente no-apatitico. Por tanto, el empleo
de la técnica FTIR permite distinguir un
grupo funcional presente en un ambiente
apatitico de uno no-apatitico, siendo para el
caso de las hidroxiapatias principalmente las
bandas del PO,* y HPO,* las que delaten la
presencia de tales ambientes.

(28]

Por ultimo mediante la técnica FTIR es
posible obtener informacién adicional sobre
las estructuras cristalinas como es su
cristalinidad (Lebon et al. 2008). Esto se
logra mediante el calculo de indices de
cristalinidad, como es por ejemplo el factor
de divisidn SF (del inglés splitting factor), el
cual se basa en el grado de separacién de
dos bandas anti-simétricas del fosfato, o la
relaciéon entre las bandas 1030/1020 vy
1060/1075, también correspondientes a la
banda del fosfato.

En funcion de lo mencionado se puede
FTIR es
herramienta muy util a la hora de estudiar

concluir que la técnica una
las apatitas, es posible disefiar bibliotecas
espectrales y tablas que permitan identificar
rapidamente las sustituciones, la presencia
de ambientes apatiticos y no-apatiticos, y el
grado de cristalinidad de las apatitas tanto
bioldégicas como sintéticas, mejorando la
comprensidon sobre las mismas y la
capacidad de obtener apatitas sintéticas

cada vez mas biomiméticas.

2 OBJETIVOS

Confeccionar una biblioteca espectral de
FTIR utilizando apatitas nanoestructuradas
sintéticas, que permita la identificacion de
las apatitas bioldgicas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar y caracterizar por FTIR y

XRD cuatro apatitas
nanoestructuradas conteniendo
diferentes sustituciones: fluoruro,

carbonato, estroncio y oxhidrilo.



2. Distinguir por FTIR la existencia de
ambientes apatiticos y no-apatiticos
en las muestras sintetizadas.

3. Disefiar una biblioteca espectral de
FTIR en base a los analisis realizados.

4. Emplear la biblioteca espectral para

de

la identificacidn muestras

bioldgicas.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivosy soluciones

Todos los reactivos empleados fueron de
calidad analitica o superior, preparados con
agua destilada miliRO. Para la sintesis de
hidroxiapatias se utilizé: hidréxido de calcio
(Ca(OH),, E. Merck), acido fosfdrico (H3PO,),
urea ((NH,),CO, 99.3%, SIGMA), nitrato de
calcio tetrahidratado (Ca(NOs),.4H,0, 99%,
Mallinckrodt), diamoniohidrogenofosfato
((NH4),HPO,, 99,5%, Mallinckrodt), hidréxido
de (NaOH, 97%, SA.
Laboratorios Cicarelli), fluoruro de sodio
(NaF, 99,2%, J.T. Baker), nitrato de estroncio
(Sr(NOs),, del
Departamento de la

sodio Reagent

anhidro donacidén

Estrella Campos
Facultad de Quimica, UdelaR). Para la
preparacion de Fluido
Bioldgico Simulado (SBF): cloruro de sodio
(NaCl, 99.5%, Anedra), bicarbonato de sodio
(NaHCO;, 99.5%, Mallinckrodt), cloruro de
potasio (KCl, 99.5%, Merck), fosfato de
potasio dibasico tetrahidratado
(K;HPO,4.3H,0, 99.0%, J.T. Baker), cloruro de
magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0, 98%,
J.T. Baker), cloruro de calcio (CaCl,, 95%, J.T.

de la solucién

Baker), sulfato de sodio (Na,SO,, 99%,
Fluka), Tris-hidroximetil aminometano
((HOCH,)sCNH,, 99,96%, Beijing  Sbs

[29]

Genetech Co. Ltd.), 4cido clorhidrico

(concentrado, Mallinckrodt).

3.1.2 Equipos

Las medidas de difraccion de rayos X (XRD)
se realizaron en un difractdmetro Philips
PW3710 con radiacion CuKa. (sin correccidn).
Las muestras de las distintas hidroxiapatitas
sintéticas fueron molidas a polvo en un
mortero de agata. Los espectros FTIR fueron
obtenidos por un equipo IR Prestige-21
Shimadzu (Japdn). Las muestras se
prepararon en forma de pastillas utilizando
una prensa hidraulica de mano Pike Crush
IR™ Technologies, a una presién de 10 Ton.
La microscopia de barrido electrénico se
llevé a cabo en un equipo JEOL JSM-5900 LV
(Japdn), acoplado con un espectrémetro de
dispersién de rayos X (SEM-EDS) con el que

se midi6 la relacion Ca/P de las apatitas.

3.2 Meétodos

3.2.1 Sintesis de hidroxiapatitas
nanoestructuradas

Se siguid la metodologia empleada en el
articulo de Kumar (Kumar et al. 2004) con
leves modificaciones. Se prepard 250 mL de
una solucion de 0.2 M de Ca(OH), a la cual se
le agregd gota a gota 250 mL de una solucidn
0.12 M de H3PO,, agitando por 2 h. En esta
etapa, el pH de la solucién fue de 5 vy la
temperatura de 52°C. La suspension se la
(15 hs
aproximadamente) a temperatura ambiente.

dejo reposar durante la noche

El precipitado obtenido por centrifugacion se

lavd cuatro veces con agua miliRo,

separando el sélido en cada tanda por
centrifugacion a 4000 rpm por 15 min. El
precipitado obtenido fue secado en una
estufa a 62°C durante la noche.



3.2.2 Sintesis de carboxiapatita tipo-B
nanoestructurada
Se siguid la metodologia empleada en el
articulo de Wu (Wu et al. 2009) con algunas
modificaciones. En primer lugar se calenté
un volumen de 50 mL de soluciéon de urea 2
M a 80 °C durante 22 hs. Se midid el pH a las
20y 22 hs teniendo en ambos casos un valor
de 8. En esta etapa de calentamiento se
produce la disociacion de la urea en NH; y
CO,, y al mismo tiempo, debido al medio
acuoso, el primero de estos se disocia en
NH," y OH, mientras que el segundo se
disuelve como CO,”. El siguiente paso luego
de la disociacién de la urea es el agregado
gota a gota de un volumen de 50 mL de una
soluciéon 0.5 M de Ca(NO3),.4H,0. Al final de
este paso se midio el pH, siendo el mismo de
procede
agregado de 50 mL de una solucién 0.3 M de

8. Sucesivamente se con el
(NH,),HPO, de forma lenta, gota a gota,
mediante el uso de una bureta. Al final de
pH
obteniéndose un valor de 5. Ambos pasos se
de agitado
constante y manteniendo la temperatura en

este paso se vuelve a medir el

realizaron bajo condiciones

el entorno de 80 °C. La solucion final se dejo
reposar 12 hs. El precipitado obtenido se
lavéd cuatro veces con agua miliRo, se
centrifugd a 5000 rpm durante 15 min entre
lavado y lavado a modo de recuperar el
precipitado. Finalmente al precipitado se
seco en estufa a 60 °C durante 24 hs minimo.
Esta sintesis no dio los resultados esperados.

3.2.3 Sintesis de fluorhidroxiapatita

Se siguid la metodologia empleada en el
articulo de Manjubala (Manjubala et al.
2001),
prepard una solucion de Ca(NOs),.4H,0 1 M

con algunas modificaciones. Se
con un 5 % mol de F (mediante el agregado
de NaF). A esta solucién se la llevé a un pH
de 9 con NaOH 2 M. Posteriormente a un

volumen de 50 mL de la solucién resultante,

(30]

se le agregd otro volumen de 50 mL de una
solucién 0.6 M de HsPO,. Esta se agregd de
forma lenta y constante (2 mL min™?), a
temperatura ambiente y agitacidn constante
durante todo el proceso. Finalizado este
paso se midié su pH obteniéndose un valor
de 2, por lo cual se ajusta nuevamente a pH
9 mediante el agregado de NaOH 2 M y se lo
dejé a 80 °C durante 24 hs. Finalmente se
lavé el precipitado cuatro veces con agua
miliRO, centrifugando a 5000 rpm por 15
min entre cada tanda de lavado a modo de
precipitado. Este
finalmente se lo dejo secar a 90 °C por 48 hs.

recuperar el ultimo

3.2.4 Sintesis de estroncioapatita

Se siguid la metodologia empleada en el
articulo de Li (Li et al. 2007), con algunas
modificaciones. Se preparard una solucion
0.2 M de Ca(NO,),.4H20
Sr(NOs), en una relacién molar Ca/Sr de 1,5
%, y otra solucién 0.2 M de (NH,),HPO,.
Ambas se ajustaron a pH a 10 con solucidn

conteniendo

de amonio al 25%. Posteriormente se agrego
la solucion de (NH4),HPO, en la solucién de
Ca(NO;),.4H20/Sr(NO3),, de forma lenta y
constante (1.36 mL min™). Este paso se
bajo
temperatura de 50 °C. Se mantuvo la

realizé agitacién  constante vy
agitacion y la temperatura constante por 5
hs luego de finalizado el agregado de
solucion. Se dejo reposar por 48 hs, y se lavd
el precipitado obtenido tres veces con agua
miliRo y un cuarto lavado con etanol
absoluto. Entre cada tanda de lavado el
producto fue recuperado como un pellet al
centrifugarlo a 5000 rpm por 10 min.
Finalmente el producto se secé a 120 °C en

un horno durante 12 hs.



3.2.5 Muestras de apatitas biologicas

Se contd con dos muestras de apatitas
biolégicas. La primera de ellas consistio en
una calicificacion dsea del tenddn del
hombro, y fue obtenido por cirugia abierta
(realizada por el Dr. lvanier del CASMU y con
consentimiento del paciente). La segunda
muestra fue una pieza dental obtenida por

un profesional odontélogo.

3.2.6 Preparacion de apatitas
sintéticas mufleadas

Se tomd una porcién de cada una de las
apatitas sintetizadas (a excepcion de la CA
dado que su sintesis no fue exitosa) y se las
llevé a 550 °C por 1 h en un horno de mufla.
La muestra de depdsito calcificado del
tendén de hombro fue tratada a 550 °C
durante 5 hs para eliminar toda impureza o
rastro de materia organica.

3.2.7 Calculo de los tamaiios de
cristalita en funcién del XRD

Se calcularon los tamarios de cristalita (D)
de cada una de las apatitas sintetizadas y la
HAc. Para ello se utilizd la ecuacidon de
Scherrer (Dhg = KA/(Bpg.cos8)), tomando
como K el valor aproximado de 0.94. El valor
del ancho de medio pico (Bng) y el valor
exacto de 26 se obtuvo mediante el ajuste
de una funcién Lorenziana al plano 300,
ubicado en el 26=33°, mediante el empleo
del 7.0®,
perteneciente  a Microcal Software
(Northampton, EE.UU). A partir de estos
datos se obtuvo el cos® y el B,y (el cual

software  Microcal  Origin

debié ser pasado a radianes para poder
utilizar su valor en la ecuacién). De esta
forma se obtiene el Dy en Angstrom y se lo
pasa a nandmetros para mayor comodidad.

(31]

3.2.8 Preparacion de las muestras
para su caracterizacion por FTIR
Todas las sintetizadas,

mufleadas

muestras tanto

como no mufleadas fueron
caracterizadas por FTIR. Para ello cada una
de las muestras por separado fue molida
finamente mediante un mortero, y se mezclo
dicho polvo con bromuro de potasio (KBr) en
una proporcidon 1 a 3 respectivamente. Con
la mezcla obtenida se fabricé una pastilla por
aplicaciéon de una presion de 10 ton durante
5 min. De esta forma se obtuvo una pastilla
homogénea, transparente, y delgada, que al
colocarse en un soporte adecuado fue
utilizada para obtener el espectro FTIR de la
muestra. Al espectro obtenido se le resto un
background (o blanco), corrigiendo el
espectro por la absorcién del H,0 y CO,
atmosférico, y obtenido con una pastilla

conteniendo Unicamente KBr.

3.2.9 Procedimiento de
deconvolucion grafica de los
espectros FTIR

Partiendo de la base de que los espectros

obtenidos por FTIR estan formados por

bandas de absorcion singulares solapadas
debido a su ensanchamiento, se sometieron

a un analisis por derivada y deconvolucidn

grafica, empleando el software Microcal

7.0°,

Software (Northampton, EE.UU). En primer

Origin perteneciente a Microcal
lugar se selecciond dos regiones del espectro
correspondientes a las bandas del fosfato. La
regiéon 1, correspondiente al dominio v,y v,
del fosfato (470 - 700 cm™) y la regidn 2,
correspondiente a los dominios v; y v; del
fosfato (800 - 1300 cm™).

deconvolucidn gréfica se intenta encontrar el

Mediante la

numero de onda de cada banda del fosfato
para cada regién, deconvolucionando cada
curva en n componentes, al ajustar una serie
mediante el

de funciones lorentzianas

algoritmo de Levemberg-Marquand. Para



ello fue necesario ingresar previamente al
programa el numero de bandas y la
ubicacidon aproximada de cada mdximo, lo
cual se determino mediante la derivada
segunda y cuarta (minimos y maximos de las
derivadas respectivamente) de cada regién
del espectro, obteniendo como resultado la
representacion grdafica tanto de las curvas
lorentzianas de cada componente como de
la curva suma de todos los componentes, asi
como una tabla con los valores x-y de los
maximos y el valor de y°. Cada una de las
curvas componentes se corresponde con un
Este

procedimiento se ilustra en la Figura 3.1 para

modo de vibracién determinado.
la regidon v; y vs del fosfato. EI mismo
procedimiento se emplea para la regién v,
(no se muestran datos).

Por tanto aplicando esta herramienta
matematica en las regiones mencionadas,
podemos identificar las sefiales generadas
por los distintos modos de vibracion del
fosfato que al solaparse generan una banda
compleja en el espectro. La calidad del
proceso de

mediante el uso del pardmetro (%), el cual

deconvolucién se siguid
se mantuvo en el orden de 107 y 10°®,
indicando un excelente ajuste.

3.2.10 Calculo de los indices de
cristalinidad

Se calcularon tres indices de cristalinidad: el
IRSF, la relacion de absorbancias para las
sefiales 1030/1020 vy la relacion 1060/1020.
Para el cdlculo del indice IRSF se utilizd la
banda correspondiente al v, y v, del fosfato,
tomando las distancias entre la linea de base
(trazada entre los puntos 492 cm™ y 750 cm’
') y el maximo de las bandas 604 cm™ y 565
cm™. Estas se utilizan en la siguiente
relacién: SF=(A + B)/C, donde A es la altura
de la banda 604 cm™, B es la altura de la

banda 565 cm™ay C es la altura minima del

(32]

valle entre ambas bandas. Para el calculo de
1030/1020 y 1060/1075
correspondientes a las bandas del v; del

la relacion

fosfato, simplemente se utilizé la altura de
cada banda mencionada en la relacion,
segln una linea de base trazada entre 900 y
1200 cm™. Se ilustra el célculo de los indices

en la Figura 3.2.

3.2.11 Obtencion de imagenes por el
microscopio electronico de
barrido (SEM)

Cada una de apatitas

hidroxiapatita,

las sintetizadas,
estroncioapatita,
carboxiapatita y fluorhidroxiapatita, fueron
observadas por el microscopio electrénico
de barrio antes y después de ser mufleadas,
bajo un voltaje de aceleracion de 20 KeV.
Para ello las muestras fueron medianamente
molidas y adherida a un soporte metalico, de
modo de evitar la pérdida de la muestra al
someterla al vacio generado dentro del

microscopio.

3.2.12 Obtencion de la relacién Ca/P
por dispersion de rayos X (EDS)

Mediante la dispersién de rayos X, usando
un sistema acoplado al SEM, se analizd la
proporcién de cada uno de los elementos
gue se requiri6 para cada una de las
muestras sintetizadas sin muflear. En todos
los casos se analiz6 la relaciéon Ca/P, al
obtener los porcentajes relativos de los

mismos en cada muestra.

3.2.13 Preparacion de fluido bioldgico
simulado (SBF)

Para la preparacién de 100 mL de SBF se

siguié estrictamente el protocolo de la

pagina 174 del libro de Kokubo (Kokubo

2008). Inmediatamente después de llevar a
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Figura 3.1. Procedimiento de espectrometria derivada y deconvolucién grafica del espectro de la hidroxiapatita comercial. En
(a) se observa la region vl y v3 del fosfato en donde se puede apreciar tres bandas de absorcion claras, sumado a algin hombro
gue podria corresponder a mas de una contribucion. (b) Se muestra la derivada segunda de la regidon ya mencionada, en este caso
tal herramienta permite distinguir 6 bandas que contribuyen a la formacidn de la regién v1y v3, es decir las tres que ya veiamos a
simple observacién, mas otras tres que no eran apreciables debido a que se encuentran solapadas entre si (“ocultas”),
contribuyendo a la formacion del espectro. (c) Derivada cuarta de la regidn mencionada, la cual aunque resuelve bien los
maximos, no aporta mayor informacidn, ya que se siguen distinguiendo las mismas 6 bandas. (d) Deconvolucion grafica de la
regién vl y v3. Tomando como base las bandas encontradas por las derivadas, se deconvoluciona la regidn del espectro y se
obtiene como resultado el nimero de bandas que componen esa regidn y su posicion en el espectro. En este caso se observan 8
bandas, las 6 ya conocidas mediante la derivada y otras dos bandas representada en color celeste.
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Figura 3.2. Ejemplo de calculo de los indices de cristalinidad (SF, 1030/1020 cm™ y 1060/1075 em™. (a) Region v4 del
fosfato del espectro FTIR de HA, en el cual se muestran las alturas tomadas en funcién de la linea de base para calcular el
SF segun la siguiente férmula: SF= (a + b)/c. (b) Se muestran los n° de onda para calcular las relaciones 1030/1020 em™ y
1060/1075 cm’l, las cuales fueron utilizadas como indices de cristalinidad. En ambos se marcan con flechas azules las
distancias utilizadas entre las bandas y la linea de base (marcada entre 900 y 1200 cm_l) para calcular cada uno de los

indices de cristalinida.

36.5 °C un volumen de 70 mL de agua
destilada, se comenzd con el agregado de los
reactivos, uno a uno, respetando el orden y
las cantidades resumidas en la tabla A.1 del
libro. Antes de agregar el Tris se corroboré el
pH de la solucién, siendo este de 1.59. La
temperatura se regulé y mantuvo siempre
en el entorno de los 36.5 + 0.5 °C. El Tris se
agregd lentamente hasta obtener un pH de
7.45, llegado a dicho punto se alternd el
agregado de Tris con HCl 1.0 M de modo de
mantener el pH entre 7.40 - 7.45. Este paso
se completd una vez que se termind de
agregar la totalidad del Tris indicado por Ia
Tabla, quedando el pH de la soluciéon en
7.42. El mismo se trasvasd a un frasco de
plastico nuevo, previamente lavado con agua
destilada miliRo, y se almacend en heladera
a4°C.

(34]

3.2.14 Deposicion de hidroxiapatita en
placas de titanio sumergidas en
SBF.

Se tomaron seis placas de titanio. Tres de

estas placas consistieron en crecimientos

de TiO,,

geométrica de 144 mm? para dos de estas y

nanotubulares con un area
54 mm? en la otra. De las otras tres restantes
dos placas eran de titanio puro (> 99.8 %) de
superficie lisa, y area de 162 mm?, obtenidas
en la firma Goodfellow. Todas las placas
mencionadas fueron sumergidas en SBF de
(Kokubo 2008), y en un

volumen tal que se cumpla la siguiente

forma vertical

proporcién:
Vege = Splaca/lo

donde Vg corresponde al volumen de SBF y
Spiaca al drea superficial de la placa. Las placas

1 N
Las muestras de chapas de titanio nanoestructuradas
con TiO, fueron preparadas por Mariana Pereyra.



SBF se
irradiaron con luz UV y se montaron en el
de
aséptica. A su vez el SBF fue autoclavado

antes de ser colocadas en el

recipiente  correspondiente forma
previo a su utilizacion. Una vez sumergidas
las placas, se dejé en reposo por 31 dias a 36

°C.

4 RESULTADOS

En la Seccién 1.4 (pag. 17) se mencionaron
los métodos mas utilizados para caracterizar
las apatitas, haciendo especial énfasis en las
técnicas de XRD y FTIR. A su vez se explican
sus caracteristicas y la informacién que
aporta su utilizacién. En este trabajo
particularmente la técnica de XRD se aplicd
para identificar las hidroxiapatitas como
tales, y a una de sus variedades, la
estroncioapatita; mientras que la técnica
FTIR no solo nos permitid hacer la misma
distincion, sino también la identificacion del
las variedades, asi

resto de como sus

ambientes quimicos.

4.1 Caracterizacion de apatitas

sintéticas mediante XRD
La técnica de XRD fue utilizada en el
presente trabajo con el propésito de
corroborar que los productos de sintesis
fueran los deseados, al comparar los
espectros de cada muestra sintetizada con
un estandar JCPDSHA correspondiente al
espectro de la hidroxiapatita, Figura 4.1.
Mediante la observacion de tales espectros
se puede apreciar que todas las apatitas
sintetizadas coinciden con el patrén
JCPDSHA, a excepcion de la carboxiapatita.
Esta ultima presenta un espectro muy
distinto, con picos localizados en valores de
20 de 26.6°, 29°, 30.5°, 40.8°, 42°, 43°, 45° y
59° que no se corresponden con ningun

plano resaltado en el patron de HA. A su vez
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de
correspondientes a algunos de los planos

es notoria la ausencia picos
mas importantes del espectro de HA, como
el 002 (25,8°), el plano 211 (31.8°), 112,
(32.4°), 300 (33°), 310 (39.8°), 222 (46.6°),

213 (49.5°), 004 (53.3°), 323 (64°).

CA
lﬂ\ SrA
Vs |
FHA

HAs

2 s o [Re oo
& J §T Rt RE
AT SRR IRISTE ST 3
20 30 40 50 60 70
20(grados)

Figura 4.1. Espectros XRD. Se observan los patrones de
XRD de la hidroxiapatita comercial Bio-Gel HTP (HAc) y las

cuatro apatitas sintetizadas: hidroxiapatita (HAs),
fluorhidroxiapatita (FHA), estroncioapatita (SrA) vy
carboxiapatita (CA). Todos coinciden con el patrén

estandar de la hidroxiapatita salvo la carboxiapatita, cuyo
patron difiere significativamente. A su vez la SrA presenta
una banda extra correspondiente a los planos 200 y 111
en un angulo 26=22° (indicado con una flecha roja). Todos
los espectros poseen la radiaciéon Cuka.

Al observar el espectro de la SrA (Figura
4.2), éste se corresponde exactamente con
el de una HA, exceptuando una banda extra
(marcada con una flecha roja) en el angulo
206=22,5° correspondiente a los planos 200 y
111, causada por la distorsion estructural
que genera la presencia del estroncio. Esta
distorsién en el espectro ya se ha observado
en los espectros de SrA de otro trabajo
aunque no se hace mencion a la misma
(O’Donnell et al. 2008). Por otra parte se



pude apreciar un muy leve corrimiento de
las bandas a valores de 20 inferiores.

1,6
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Figura 4.2. Comparacion de los espectros XRD de la HAc y
SrA. En la misma se observa con claridad un leve corrimiento
del espectro de la SrA a la izquierda, asi como una banda
extra (marcada con una flecha roja) en un angulo 26=22°.

Por ultimo se calcularon los tamafios
promedio de cristalita de cada una de las
apatitas sintetizadas y de la HAc (Tabla 4.1),
mediante la aplicacién de la ecuacién de
Scherrer para el plano 300 ubicado a 26=
33°. Observando la tabla podemos apreciar
gue los tamafios son coherentes entre si y
con lo reportado en la bibliografia para las
hidroxiapatitas nanométricas (Li et al. 2005),
exceptuando la HAc y la SrA que presentan
valores inusualmente bajos.

Tabla 4.1. Tamano de

cristalitas (nm)

HAc 5
HAs 23
FHA 18
SrA 4
CA 22

4.2 Caracterizacion de las
apatitas sintéticas mediante
FTIR.

4.2.1 Analisis de los patrones FTIR
Se mencioné en la introduccién (Seccién
1.4.3.2, pag. 24) las grandes ventajas que
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presenta la técnica FTIR a la hora de
identificar una especie quimica. En este
trabajo dicha técnica no solo permitio
corroborar la naturaleza de las especies
guimicas obtenidas durante la sintesis
mediante sus patrones distintivos, sino que
ademas se pudo conocer las sustituciones
que presentan al identificar las bandas de los
grupos funcionales.

En la Figura 4.3 se observan los espectros
FTIR correspondientes a las muestras
sintetizadas, las cuales se comparan con una
hidroxiapatita comercial tomada como
estandar. A su vez esta ultima se corroboré
con el patréon JCPDSHA mediante XRD, Figura
4.1. Todas las muestras presentan espectros

3
V1, V3PO4

Carboxiapatita

) Estroncioapatita
8 2

CO5™ OH
M

L /
\ \ H,0 Fluorhidroxiapatita
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Figura 4.3. Espectros FTIR de cada una de las apatitas
sintetizadas, hidroxiapatita, fluorhidroxiapatita,
estroncioapatita, y carboxiapatita. Todas poseen el mismo
patrdn caracteristico de las apatitas, salvo la carboxiapatita. Se
marcan con flechas a que molécula o grupo de moléculas
corresponde cada banda. El recuadro con lineas punteadas
rojas y el de lineas punteadas azules, corresponden a los
modos de vibracién v,, v3 y v,, v, del fosfato respectivamente.

Se amplia la informacién en el texto.
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(a) ——FHA

FTIR con el mismo patrdn y coinciden con la Ao

0,8
HA comercial, sin embargo la carboxiapatita

presenta ligeras diferencias. 064

A su vez en estos espectros es posible
0,44

identificar las bandas de absorcion y

Absorbancia (u.a)

correlacionarlas con las moléculas a las o

cuales corresponden. Por ejemplo se pueden

reconocer las regiones del espectro 00

correspondientes a los modos normales de
vibracion del fosfato, siendo estas v; (962 450 500 s o0 60 700 750
cm™), v, (460-470 cm™), vs (1006-1104 cm™) y ' deonda

v, (560-603 cm™). Otras bandas comunes en

todos los espectros son las correspondientes
a los modos de vibracion del grupo OH (con
un numero de onda en el entorno de 630
cm™ para la banda de libracién y 3600 cm™
para la banda de strech) y H,0 (con numero

Absorbancia

de onda en el entorno de 1600 cm™ y 2800-
3700 cm). Todas estas bandas son

caracteristicas de las apatitas, y como se

puede apreciar aparecen en todos los

450 500 550 600 650 700 750 800
N° de onda (cm'w)
Inclusive la fluorhidroxiapatita presenta Figura 4.4. Comparacién de la regién v2va de la FHA y la HAc.
ambas bandas del grupo OH, mostrando la En (a) se muestra la regidn al normalizar los dos espectros en su
totalidad de cada apatita. En (b) se muestra la misma regién
normalizada sin considerar al resto del espectro. En ambas se
valores de numero de onda mayores (de 632 puede ver un corrimiento leve de la banda de hidratacion
constitutiva del cristal a un valor mayor de nimero de onda (de
632 a 641), y una disminucién significativa de la absorbancia de

espectros de las muestras sintetizadas.

banda de libracion del OH un corrimiento a

cm™ a 641 cm™), y una disminucién en la

absorbancia si se lo compara con la HAc, la misma banda.

(Figura 4.4). En la parte (a) de esta figura se

normalizo el espectro global de cada apatita Por otra parte, la carboxiapatita presenta las
y se enfocd la regién v,v, para poder analizar mismas bandas del fosfato y del H,0 propias
la contribucién especifica de la banda de de la HA, aunque con ciertas diferencias en
libracién del OH y asi detectar la presencia o su forma. A su vez la carboxiapatita, como es
ausencia de fldor. Aunque la disminucién de de esperar, presenta una banda intensa
la absorbancia en principio parece pequefa, correspondiente al CO;> tipo B en el nimero
al relacionarla con las bandas del fosfato del de onda 873 cm™ y otra banda en el entorno
VoV, queda claro que la diferencia es de los 1400 cm™ que también podria
importante, como se observa en la Figura 4.4 pertenecer al carbonato del tipo B, aunque
(b), en donde se normalizé especificamente esta algo corrida del valor empirico habitual
la region v,v, de cada apatita. de 1420y 1460 — 1470 cm™.
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Es interesante resaltar que la hidroxiapatita,
la estroncioapatita y en menor proporcion la
fluorhidroxiapatita, presentan bandas claras
correspondientes al CO;> tanto del tipo A,
como B, como no-apatitico, en los nimeros
de onda 871 cm™, 1429 cm™, y 1470 cm™
paralaHAy SrA, y 872 cm'l, 1420y 1457 cm’

para la FHA. Estas bandas también se
observan en los espectros de las muestras de
tejido 6seo y esmalte dental, como se
aprecia en la Figura 4.5, en donde se puede
observar que los espectros de las apatitas
bioldgicas coinciden con el espectro de la HA
sintética. Esta figura nos permite ademas
observar la presencia de la banda de
hidratacién (agua constitutiva del mineral)
en el entorno de 3000 - 3600 cm™, la cual
resulta ser sumamente amplia en la muestra
de diente en comparacién con el resto. En la
4.6 se muestran los

Figura espectros
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Figura 4.5. Comparacion de los espectros FTIR de
muestras biolégicas con la hidroxiapatita sintetica. Se
muestran los espectros FTIR de la hidroxiapaita sintética
sin tratar (HAs), de la apatita de calcificacion de hombro,
y de esmalte dental. Se puede ver que todas son
hidroxiapatitas, particularmente las dos muestras
biolégicas corresponden a carboxiapatitas ya que
presentan bandas de carbonato realmente notorias. En
esta figura no son comparables las intensidades entre
espectros dado que no estan normalizadas.

Absorbancia (u.a)

Figura 4.6. Espectros FTIR normalizados de las siguientes
(tratada y no tratada
(hidroxiapatita,

apatitas:
térmicamente),
fluorhidroxiapatita, estroncioapatita), y apatitas bioldgicas
(apatita de esmalte dental, y apatita de calcificacion de la

normalizados (entre 0 y 1) mediante el
Software Microcal Origin 7.0, de modo de
poder comparar las intensidades de las
de de
bioldgicas respecto a

bandas absorcion las apatitas

con las apatitas
sintetizadas y a la HA comercial. En la misma
se observa que la SrA presenta una intensa
banda de hidratacion, seguido por las
apatitas bioldgicas, de hombro y diente
respectivamente. Por ultimo la HA comercial
tratada térmicamente (HAc 550) es la que
presenta la menor banda de hidratacién.
Todas las muestras fueron secadas a 60-
120°C (segun indicado en la literatura para
cada sintesis) luego de ser sintetizadas vy
almacenadas en un desecador, por lo que la
hidratacion observada es principalmente

constitutiva del cristal.

—— HAs

1.0 —— HAc
——FHA
— SrA

0.8 - —— HAc 550
—— Hombro
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Por otra parte a excepcion de la HAc
térmicamente tratada y no tratada, el resto

de las apatitas presentan bandas



Absorbancia (u.a)

-0,02

correspondientes al carbonato, siendo en el
caso de la apatita de diente la que presenta
la banda mds intensa. La FHA presenta una
banda de carbonato muy tenue la cual se
amplia para poder observarla en la Figura
4.7.

1638

0,04

0,02

0,00

T
1500

N° de onda (cm™)

Figura 4.7. Espectro FTIR de la region de 1300 a 1950 eom™
de la Fluorhidroxiapatita. En la misma se muestran las

bandas de absorcion del carbonato a 1420 y 1457 cm’

1

correspondientes a carbonato tipo A + B y carbonato tipo B
+ no-apatitico respectivamente. También es apreciable una
de las bandas de absorcion del agua constitutiva del cristal
con un ndmero de onda de 1638 cm™.

Se puede observar un detalle interesante en
la Figura 4.6, correspondiente a la banda del
grupo OH, ésta es mas intensa y marcada en
la muestra de hombro y de HAc 550 que en
el resto de las muestras. A su vez esta banda
se aprecia en la HAc, HAs, FHA y SrA ya sean
térmicamente tratadas a 550° durante 1
hora o sin tratar. Particularmente las
muestras tratadas presentan una mayor
agudeza e intensidad de esa banda, como se
muestra en la Figura 4.8 al normalizar los
espectros. Esto va acompafiado, para el caso
de la HAc y la SrA, con una disminucién de la
banda de hidratacion. No se analizé la CA

dado que sus sintesis no fue exitosa.

4.2.2 Analisis por deconvolucion
grafica de espectros FTIR

A los espectros obtenidos por FTIR se les

realizo analisis espectrometria

un por

derivada y deconvolucion grafica. Se explica
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detalladamente el procedimiento seguido en
la Seccién 3.2.9 (pag. 31). Durante el cdlculo
de las derivadas se observd que en la
mayoria de los casos alcanzé con la derivada
segunda para conocer las bandas que
espectro,

ejemplo en la Tabla 4.2. En la Figura 4.9 se

componen el se muestra un
muestra el resultado de la deconvolucién del
espectro de la HA sintetizada, observandose
el ajuste de bandas a las regiones v,vs y v,
del fosfato, en el cual a cada uno de sus
modos de vibracién se los correlaciona con
una funcién lorentziana segln su posicidn.
Dentro de las bandas del fosfato se resalta
en rosado las bandas correspondientes al
HPO,> , debido a que es una molécula
caracteristica de los ambientes no-apatiticos.

Tabla 4.2. N° de onda de la banda v3 del

fosfato de la HAc
Espectro RS ata. Deconvolucion
Derivada Derivada
- 1016 1016 1017
1031 1030 1030 1030
- 1043 1043 1043
- - - 1056
- 1074 1075 1070
1094 1091 1091 1092
- - - 1105

Con los nimeros de onda obtenidos por este
procedimiento se confecciond la Tabla 4.3,
en donde se presentan sus respectivas
asignaciones a un modo vibracional
especifico. Estas asignaciones se encuentran
en la primer columna, en las siguientes dos
columnas se encuentran los numeros de
onda esperados para las apatitas cristalinas y
nanoestructuradas, y en el resto de las
columnas se encuentran las muestras
sintetizadas y las muestras bioldgicas. Esta
tabla ademas de ser organizativa, pretende
comparar las muestras sintetizadas con las
biolégicas, y encontrar coincidencias entre
todas estas y las apatitas cristalinas o

nanoestructuradas. De esta manera, al
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Figura 4.8. Comparacion de los espectros FTIR normalizados de la HAc, HAs, FHA y SrA, con sus pares tratados térmicamente a
550°C por 1 hora. Como puede observarse no hay variacién de los patrones del espectro, habiendo variaciones en las
intensidades de algunas bandas. Particularmente es interesante destacar el incremento de intensidad y agudeza de la banda del
grupo OH en todas las apatitas tratadas térmicamente. Si bien el incremento es leve, se lo puede relacionar en principio con un
aumento en la cristalinidad de las muestras.
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Figura 4.9. Deconvolucion grafica de las regiones del fosfato de la hidroxiapatita sintética. En (a) se muestra el espectro FTIR
completo de la hidroxiapatita sintética. En (b) se observa la deconvolucion grafica de la region v, y v, del PO,, y en (c) la
deconvolucion grafica de la region v, y vz del mismo. En ambos casos se indican en verde las funciones lorenzianas correspondientes
a los componentes de las regiones, mientras que en rojo se indica la curva suma de todas las contribuciones, la cual ajusta al
espectro FTIR (representado en puntos negros). Cada funcidn lorenziana corresponden a las bandas de absorcion de los distintos
modos de vibracién del PO, que no eran observables en el espectro original. Las bandas pintadas en rosado corresponden a los
modos de vibracion del HPO42'.
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Tabla 4.3. N° de onda (cm'l) obtenidos por deconvolucion grafica

SR esteqﬁ’i):rt\:téatrica* eAs’;?tt;cttaul::;:* HA FHA SrA
v, PO,” 464 469 472 472 472 468 472
v, PO, 474
HPO, no ap 533 534 543 531
HPO, ap 551 547 542 548 545
v, PO,” 567 562 564 564 564 562 564
v, PO, 572 575 575 576 574 575 576
v, PO,” 603 603 604 602 603 604 603
PO, no ap 617 612 609
v, OH 633 633 633 642 633 630 635
no ap 866
HPO,” 870 869
v,CO; B 871 873 872 874
v, CO5" A 880 879
v1 PO, 964 962 961 962 961 952 958
v3 PO,” 1006 1010 1005 1006 1004 1001
v3 PO,” 1020 1022 1023 1022
v3 PO,” 1026 1031 1029 1032 1032 1032 1034
v3 PO, 1034
v3 PO, 1044 1044 1037 1043 1043 1053 1049
v3 PO, 1059 1052 1059 1056 1060 1063
v3 PO, 1063
v3 PO, 1089 1072 1068 1074 1070 1071
v3 PO, 1091 1092 1094 1092 1098 1095
v PO~ 1104 1106 1107
? 1112
HPO,” 1144 1143 1149 1153 1139

* Adaptados de Eichert Ref (Eichert et al. 2009).
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observar las muestras sintetizadas, es
posible ver que ademas de presentar los
numeros de onda caracteristicos de las
bandas del fosfato del ambiente apatitico,
comun a todas las apatitas sean cristalinas o
no, también presentan bandas extra
correspondientes a ambientes no-apatiticos
del fosfato, y al ion HPO,”. Lo mismo se
observa en las muestras bioldgicas, y como

se puede apreciar en la columna 3 de la

Tabla 4.3, es una particularidad que
presentan Unicamente las apatitas
nanoestructuradas.

A su vez los nimeros de onda de las bandas
no-apatiticas se resaltan en color rojo a
modo de facilitar su identificacidén, entre las
cuales se observa ademds una banda debida
a un HPO,” correspondiente a un ambiente
apatitico, el cual si bien no se encuentra en
un ambiente no-apatitico, su presencia en
un ambiente apatitico indica que debid ser
incorporado al mismo desde una estructura
no-apatitica durante el crecimiento del
cristal, por lo que es un indicador mas de la
presencia de tal ambiente. Al observar las
apatitas sintéticas, se ve que la HA presenta
todas las bandas propias del ambiente no-
apatitico del fosfato, asi como también las
bandas asociadas al HPO,”, mientras que
esta ultima aparece en menor medida en la
FHA y SrA. Pasando al caso de las apatitas
bioldgicas, se observa que el esmalte dental
presenta mdas bandas relacionadas al
ambiente no-apatitico que la muestra de

hombro.

Por otra parte se compararon los resultados

de la deconvolucién de las muestras

sintetizadas con sus pares tratados
térmicamente, confeccionando para ello la
Tabla 4.4. En la misma se ve claramente que
no hubo mayores diferencias después del
tratamiento, con la excepcion de la HA en el
cual se dejan de observar las bandas del

HPO,”.

[43]

4.2.3 Calculo de los indices de
cristalinidad

Se calcularon tres indices de cristalinidad,
uno en base a la banda v, del espectro FTIR
del fosfato, conocido como Splitting Factor
(SF), y dos basados en las bandas del v; del
fosfato, calculados mediante la relacidon
1030/1020 y 1060/1075, segun lo explicado
en la Seccidn 3.2.9. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 4.5, en donde se
observa en primer lugar los indices de
cristalinidad de la HAc, seguido de
apatitas sintetizadas, luego las bioldgicas y

las

por ultimo las tratadas. Si se comparan los
valores de las apatitas sintetizadas con la
HAc (la cual se toma como referencia) se
puede ver que no presentan variaciones
importantes para ninguno de los tres indices.
Es llamativo que los valores de las relaciones
1030/1020 y 1060/1075 sean en el caso de la
HAs levemente superiores que los de la HAc,
de SF es
insignificantemente menor. Lo mismo ocurre

mientras que el valor
al comparar los valores de los indices de las
muestras tratadas entre si y con las muestras
no tratadas, observandose que no varian en
gran proporcion. La HAc también se tratd
(HAc 500)

variaciones en los indices.

térmicamente sin  obtener
Por dltimo es
posible apreciar que los indices de las
muestras bioldgicas son semejantes entre si
los valores

y se encuentran dentro de

observados para las apatitas sintetizadas.

4.3 Analisis por Microscopia
Electronica de Barrido
acoplada aun
Espectrometro de
Dispersion de rayos X (SEM-
EDS)

Se tomaron

microscopio electrénico de barrido (SEM) de

imagenes mediante el

las apatitas sintetizas con y sin posterior



Tabla 4.4. Comparacion de los nimeros de onda obtenidos por deconvolucion de las apatitas con y sin tratamiento térmico.

Apatita Apatita nano-

Asignacion T | en v T HA HA 550 FHA FA 550 SrA SrA 550
v, PO,> 464 469 472 472 472 472 472 470
v, PO,> 474

HPO,4 no ap 533 534 543 536
HPO, ap 551 547 542 548
A PO43’ 567 562 564 564 564 564 564 564
A PO43' 572 575 575 575 576 576 574 574
Vg PO43’ 603 603 604 604 602 602 603 603

PO43’ no ap 617 612 609 609

v, OH’ 633 633 633 632 642 643 633 633
no ap 866
HPO, 870
v, CO; B 871 873 875 874
v, CO;™ A 880 879
Vq PO43- 964 962 961 961 962 962 961 961
V3 PO43’ 1006 1010 1009 1005 1006 1012
V3 PO43' 1020 1022 1023 1023 1021 1024
V3 PO43' 1026 1031 1029 1032 1032 1033 1032 1030
v; PO~ 1034
V3 PO43' 1044 1044 1037 1043 1043 1046 1042 1044
v; PO, 1059 1052 1056 1059 1060 1053 1058
v; PO~ 1063
v3 PO, 1089 1072 1068 1070 1074 1073 1069 1071
V3 PO43- 1091 1092 1091 1094 1094 1093 1091
V3 PO43- 1104 1106 1103 1108 1102
? 1112 1114
HPO, 1144 1143 1149 1147 1142
* Adaptado del trabajo de Eichert Ref. (Farlay et
al. 2010).
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Tabla 4.5. indices de cristalinidad v3 PO4

gl 72ann

IR

e

HAc 1,51 1,23 5,7
HAs 2,06 1,39 5,4
FHA 1,10 1,09 6,4
SrA 1,11 1,08 5,9
Diente 1,22 1,21 5,4
Hombro 1,68 1,46 5,2
HAc 550 1,37 1,26 51

HAs 550 1,24 1,10 5,0 —
FA 550 1,05 1,03 4,5
SrA 550 2,04 1,35 6,5

tratamiento térmico a 550 °C. En las mismas
se pudo observar una formacion en agujas y

granulos en las apatitas térmicamente

tratadas. Estas formaciones presentan

tamanos 500 nm a 1 um, tamanos sub-
micrométricos pero no nanométricos, por lo
pudo observarse estructuras

que no

nanomeétricas con esta técnica, Figura 4.10.

Figura 4.10. Imagenes obtenidas por el Microscopio
Electronico de Barrido (SEM). (a) Imagen de SEM de la FA
tratada térmicamente, en donde se observan granulos de
entre 470 a 720 nm aproximadamente como muestran las
etiquetas. (b) Imagen de SEM de la HA térmicamente tratada
en donde se observan las formaciones en aguja.

Otro andlisis que se realizd6 a modo de
complementar la caracterizacion fue la
espectroscopia de dispersion de rayos X. En
el cual se obtuvo las proporciones, en

términos de porcentajes relativos, de Ca y de

P de cada apatita sintetizada ya sea tratada
como no tratada a 550°C, y de las apatitas
bioldgicas de esmalte dental y de hombro.

o estandar siendo su valor de relacién Ca/P
de 1.33 y 1.44 para la HAc tratada y no
tratada respectivamente, en contraste con el

. valor tedrico de la relacion Ca/P para la
Esto se muestra en la Tabla 4.6. La primera /PP

muestra de cada grupo corresponde a la HA hidroxiapatita que es de 1,67. Todas estas

. . i n ntr | ran I
comercial, la cual se considera como control apatitas caen dentro del rango aceptable

para las apatitas sustituidas (1,30 a 1,80),

Tabla 4.6. Valores de la relacién Ca/P obtenidos por EDS siendo las apatitas bioldgicas las que

presentan valores mas cercanos al valor de
Muestras sin tratar

‘ Muestras tratadas (550°C)

la relacion Ca/P tedrico (esmalte dental con

Mu::tra Ca/P | (Ca/P)/1,67 Mu::tra Ca/P | (Ca/P)/1,67 1,7 y hombro con 1,56). Esto dltimo se
1 144 ,
comercial ,33 0,80 comercial A 0,86 muestra de forma aun mas clara en la tabla
HA HA mediante la relacién (Ca/P) de 1,67. Al
. 1,35 0,81 . 1,85 1,11 .
sintetica sintetica observar en su totalidad la tabla se puede
FRA 1,38 0,83 FHA 1,27 0,76 apreciar que las apatitas sintetizadas
SCrAA 1?; 812: SCrAA 1’;3 8’32 presentan una relacion Ca/P que cae en un
- ’ ’ ’ : intervalo de 1.13 a 1.85. La carboxiapatita
Diente 1,7 1,02 Hombro | 1,56 0,93

presenta valores de Ca/P inusualmente
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bajos, de 1.13 y 1.22 sin y con tratamiento
térmico, respectivamente. Por el contrario,
la FHA disminuye su relacion Ca/P de 1.38 a
1.27, luego del tratamiento térmico. La HAs
presenta una relacion Ca/P de 1.35, un valor
muy similar a la HAc, cuando ambas no estan

realizarles el
HAs
notoriamente su valor de Ca/P hasta 1.85.

tratadas, sin embargo al

tratamiento térmico la aumenta

4.4 Sintesis de apatitas sobre

placas de titanio
Se ensay6 de forma preliminar una sintesis
de hidroxiapatias sobre placas de titanio
tanto lisas como nanoestructuradas, que
consistié en sumergir las placas en un medio
simil fisioldgico (simulated body fluid, SBF)
durante 1 mes a 36°C, de manera que se
produjera la deposicion espontanea de la
HA. Se obtuvo como resultado del ensayo
una deposicién relativamente uniforme de
una capa cristalina facilmente distinguible
con una lupa de mesa, la cual se raspd vy
analizé por FTIR para su comparacién con la
biblioteca disefiada. El espectro se muestra
en la Figura 4.11, en donde se observa la
presencia de numerosas bandas, entre las
cuales se resalta la banda de absorciéon del
La misma deconvoluciond

fosfato. se

Absorbancia

Figura 4.11. Espectro FTIR del depdsito espontaneo sobre placas
de titanio sumergidas en SBF. Se deconvoluciond la regién del v1
bandas
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y v3 del fosfato, la cual mostro entre otras,
correspondientes a una HA no-estequiométrica.
obteniéndose, entre otros, las bandas

caracteristicas de las hidroxiapatitas no
estequiométricas (Tabla 4.7). En la misma se
resalta en rojo la banda del fosfato acido y el
nimero de onda 1112 cm™ que coincide
exactamente con una banda no asignado

que presenta exclusivamente la FHA.

Tabla 4.7. N° de onda de la banda de fosfato del depdsito en placa

. <2 Apatita Apatita nano- -
Asignacion estequ?ometrica* esr;ructurada* HA FHA STA Deposito
Vi PO43' 964 962 961 962 961 955
V3 PO43' 1006 1010 1005 1006 994
V3 PO43" 1020 1022 1023 1022 1015
V3 PO43' 1026 1031 1029 1032 1032 1034

v3 PO, 1034
V3 PO43' 1044 1044 1037 1043 1043
v; PO, 1059 1052 1059 | 1056 1057
v; PO, 1063
V3 PO43_ 1089 1072 1068 1074 1070 1077
v; PO~ 1091 1092 1094 1092 1097
v; PO,” 1104 1106 1107
? 1112 1112
HPO, 1144 1143 1149 1156

*Apartado del trabajo de Eichert (Eichert et al. 2009).
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5 DISCUSION

En este trabajo se sintetizaron apatitas
nanoestructuradas con diversas
sustituciones, las cuales se caracterizaron
mediante las técnicas XRD, SEM-EDS, y FTIR.
Tanto la técnica de XRD como FTIR
permitieron  corroborar la  naturaleza
hidroxiapatitica de las muestras sintetizadas,
ya que ambas técnicas generaron como
resultado un espectro caracteristico de cada
muestra segun: sus propiedades
estructurales en el caso del XRD, y los grupos
funcionales que conformen la molécula o
cristal en el caso del FTIR. Mediante la
observacion de ambos espectros, se
identificaron todas las muestras sintetizadas
como “hidroxiapatitas”, a excepcién de la
“carboxiapatita” (conocida también como
hidroxiapatita carbonatada). Esta Ultima
presenta algunas diferencias en su patrén de
difraccidn de rayos X y espectro FTIR, que no
se corresponden con los esperados para una
hidroxiapatita con o sin carbonato, aunque si
presenta las bandas de absorcién en
infrarrojo del fosfato a los mismos nimeros

de onda que en las apatitas y con una
OH- OH-

H,PO, —— HPO;, —

H30 ﬂ Hy0

\ Ca(H,PO,), H,0
\ Ca(H,PO,),

relacion entre ellas muy similar, lo cual
sugiere un compuesto conteniendo el grupo
fosfato en un ambiente quimico similar a la
de las apatitas. En relacién a esto, se ha
reportado la posibilidad de obtener otros
compuestos de ortofosfato de calcio durante
la etapa de precipitacién de la sintesis en
medio acuoso de hidroxiapatitas, segun las
condiciones experimentales de pH vy
temperatura (Figura 5.1) (Eichert et al. 2009;
Ledn and Jansen 2009). En este trabajo se
mantuvo constante la temperatura pero no
el pH, siendo este ultimo fijado al inicio pero
variable a lo largo de la sintesis, por lo cual
pudo ser un factor que afectara la sintesis de
la CA, pese a que no afectd al resto de las
apatitas sintetizadas. En valores de pH por
debajo de 6.9 se obtiene un precipitado de
fosfato de calcio amorfo deficiente en calcio
Ca/P=1,15) que cambia
rapidamente a dicalciofosfato (Dorozhkin
2010; Nasiri-Tabrizi and Fahami 2013).
Durante la sintesis de la CA se llegd a valores

(con una

de pH de 5, por lo que cabe la posibilidad de
haber obtenido dicalciofosfato. A favor de
esto la relacién Ca/P de la carboxiapatita

OH

HPO2 T— PO

H,0°

\ CaHPO,.2H,0
CaHPO,

Solubility

Cay(HPO,),(PO,), 5H,0

~ Cay(HPO,)PO,)(OH)

T Ca,,(PO,)s(OH),
\

—_—

pH

4 4 Il

05 1.00 133 150 167 CalP

Figura 5.1. Formacion de compuestos de ortofosfato de calcio segun el pH. Se
observa como a medida que se va alcalinizando el medio, y por tanto
neutralizando el 4cido fosférico se puede obtener diversos compuestos
fosfocalcicos. En paralelo se muestra la relacion Ca/P que presenta cada uno de
estos compuestos, y su solubilidad en medio acuoso, siendo decreciente hacia
la derecha. En relacién a esto ultimo se observa que la hidroxiapatita es el mas
insoluble de los compuestos fosfocalcicos que pueden obtenerse mediante
precipitacion en medio acuoso (Hirota et al. 2012).
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coincide con la relacion reportada para el
dicalciofosfato di-hidratado (brushite) (Tabla
4.6). Sin embargo cuando se comparan sus
espectros XRD en la Figura 5.2 a y b, se
observa que los patrones de difraccién no se
corresponden con el dicalciofosfato, tanto
di-hidratado

anhidro (monetite)

(brushite).

como

(a)

‘ monetite
[ ‘ | " ‘ [ i [‘h ‘ r'mm 1 ‘v Im ‘HAM "‘H 1l \‘ ‘I h‘mw IHIVH\M vﬂh“l\‘lﬁv IJ \] H\' 1l ”,
20 30 40 50 60 70
20 (grados)
(b)
CA
‘ Brushite
I " ‘ \‘} ‘h ‘[ ; \‘ pl ol 'H '”‘. [ HIHH 1 L
20 40 60

20 (grados)

e insoluble como lo son las apatitas. Se hace
mencidn a este fendmeno en la Seccién 1.3.2
de la introduccidn. Segun diversos autores se
mencionan dos compuestos como
precursores de la HA: el fosfato de calcio
amorfo (ACP) y el octacalciofosfato (OCP)
(Ledn and Jansen 2009; Dorozhkin 2010). En
la gran mayoria de los casos el ACP es la
primera fase sdélida que se obtiene de forma
espontdnea en una solucion acuosa
concentrada de calcio y fosfato a un pH
mayor a 7 (Dorozhkin 2010). El mismo
precipita como un gel inestable, que se torna
rapidamente en ortofosfato de calcio de fase
cristalina, normalmente OCP o una apatita.
Dada la inestabilidad del ACP y del hecho de
que el precipitado obtenido como CA se lo
dejé madurar 12 hs no parece posible el
haber obtenido ACP como principal producto
de reaccidon. Sumado a esto el producto CA
presenta un claro patrén XRD semejante al
de la HA (Figura 5.2), muy diferente al
patron del ACP, el cual al ser un sélido
amorfo (sin simetria) presenta un patrén de
una o dos bandas de gran anchura en el
entorno de 27°- 40° y/o 50°- 60° (Figura 5.3)

(Eichert et al. 2009).

Por otra parte, el OCP es un intermediario

usualmente encontrado en soluciones
acuosas, e incluso se cree que es la fase
inicial de las apatitas bioldgicas. Si bien es
independiente del ACP, se ha observado

como producto de la transicion del ACP a

Figura 5.2. Comparacion del espectro XRD de la CA con dos una fase cristalina o incluso se lo menciona
formas del dicalciofosfato. En (a) monetite y en (b)brushite.
En ambos casos se observa que los espectros son diferentes.
Los patrones XRD de la monetite y brushite fueron obtenidos
de la base de datos del programa Match 2 de Crystal Impact

(http://crystalimpact.com/match/download.htm).

como precursor del compuesto amorfo (Liu
et al. 2001). Sea del modo que sea es légico
pensar en el OCP como producto de la

sintesis de CA, sin embargo el patrén de XRD

obtenido no coincide con los patrones

Por otra parte es posible pensar en los o ] )
. mostrados en la bibliografia para el mismo,
precursores de HA como posibles productos

de

precipitan

Figura 5.4, por lo que quedaria descartado.

reaccion, los cuales normalmente

Por ultimo podria pensarse en otros

como primer fase cristaling,

compuestos fosfocalcicos relacionados de
de

volviéndose posteriormente una fase

algin  modo con la  sintesis

cristalina termodindmicamente mas estable
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Figura 5.3. Fragmento de espectros XRD de: (A) Fosfato
de calcio amorfo (ACP), (B) hidroxiapatita deficiente en
calcio pobremente cristalina, (C) Hidroxiapatita
estequimétrica altamente cristalina. Adaptado de Ref.
(Kokubo 2008).

hidroxiapatitas, como el monocalciofosfato
(MCP), el tricalciofosfato a y B (a y B-TCP), o
el tetracalciofosfato (TTCP), los cuales
mediante hidrélisis dan lugar a la formacidn
de HA (Eichert et al. 2009). Sin embargo
tanto el a-TCP, B-TCP, como el TTCP no
pueden obtenerse por precipitacién en
solucién acuosa, ya que requieren de altas
temperaturas para ser sintetizados. Por otra
parte el MCP si bien puede ser sintetizado en
solucidn requiere de valores de pH menores
a 4, condicidn que no fue alcanzada durante
la sintesis de CA (Figura 5.1). Por tanto no
queda claro cual fue el producto de reaccién
obtenido mediante la sintesis de CA.

En cuanto al resto de las apatitas
sintetizadas si queda claro que son
hidroxiapatitas, y en particular el espectro
XRD de la SrA fue capaz de confirmar
claramente la presencia de Sr como sustituto
en su estructura. Esto es debido a dos
variaciones en el espectro, una
correspondiente a la presencia de un pico
extra en el entorno de 206 = 22°, y la otra

[49]
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Figura 5.4. Fragmento de los espectros XRD del
octacalciofosfato (a) y la carboxiapatita sintetizada (b). Se
puede ver que los espectros son diferentes. El espectro XRD

del OCP fue adaptado de Ref. (Suzuki et al. 2006).

correspondiente al corrimiento de los picos a
valores de 26 menores. Ambos efectos se
deben a la distorsidn estructural que genera
la incorporacién del Sr al cristal,
particularmente el corrimiento de los picos
es una consecuencia del radio atémico del
Sr, el cual es superior al del Ca (0.219 nm y
0.194 nm respectivamente), y por tanto se
ven potenciados los pardmetros de celda, y
el espaciamiento entre los atomos de Sr y
sus contiguos (O’Donnell et al. 2008; Ozeki
etal. 2013).

En cuanto a la FHA su identificacion se
realizd mediante su espectro FTIR (ya que su
espectro XRD es idéntico al de una HA),
observando en el mismo una disminucidén de
la absorbancia de la banda de libracién del
OH, y un corrimiento de esta a valores
mayores de numeros de onda. Segin lo
reportado en el trabajo de Manjubala
(Manjubala et al. 2001), era esperable la




pérdida de la banda de libracion del OH,
debido a la sustitucién del grupo OH por el
anion fldor. En el caso de la FHA sintetizada
no se ve una pérdida total de la banda, pero
si se aprecia una alteracidon importante, por
lo cual podria indicarse una sustitucién

parcial.

En relacién a los espectros FTIR de las
apatitas sintetizadas, es interesante destacar
que la HA, SrA y FHA presentan bandas
correspondientes al carbonato tanto tipo A,
como B, como no apatitico, siendo este
ultimo un dato muy importante al ser un
claro indicador de la presencia de un
ambiente no-apatitico en cada una de esas
muestras. La aparicion del carbonato en
todas las apatitas sintetizadas se explica por
la absorcidon del CO, atmosférico durante la
ya
anteriormente (Li et al. 2007). EI mismo

sintesis, fendmeno reportado
depende de la temperatura de la solucidn,
como se ejemplifica en la Figura 5.5, y de la
presion parcial del gas, como indica la ley de

Henry:
C=Ky. Py

Siendo C la concentracion del gas disuelto en
el liquido, P, la presiodn parcial del gas x, y Ky
la constante de Henry, correspondiente al
volumen de ese gas disuelto en un cm?® de
liguido a condiciones de temperatura
estandar

[http://www.ceset.unicamp.br/~mariaacm/S

T405/Lei%2520de%2520Henry.pdf].

Ambas sintesis se realizaron a temperatura
constante del entorno de 50 °C y a presién
atmosférica, lo cual indica que la solubilidad
del CO, en esas condiciones, segln la Figura
5.5, es de aproximadamente 0.75 g/L de
solucidon. Una pequefia parte de este gas
disuelto actua como acido de Lewis y se
hidroliza en agua dando lugar a la formacion
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reversible de bicarbonato y protones, como
se muestra en la Ecuacién 1
[http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon dioxid
e]. Esta reaccidn tiene lugar en dos pasos, en

primer lugar el CO, disuelto reacciona de

forma reversible  (estableciendo un

dando
resultado acido carbodnico (Ecuaciéon 2), el

equilibrio) con el agua como

cual se disocia en bicarbonato y protones,

disociandose a su vez el bicarbonato en

carbonato y protones. Ambas reacciones de
disociacion corresponden a equilibrios acido-
base, las mismas se muestran en la Ecuacidn
3y4.

Ecuacion 1:
CO; (a¢) + H20 j) € HCO3 (5 + H+(ac)
Ecuacion 2:
CO; (aq) + H20 ) € H,CO5 (o
Ecuacion 3:
H,CO3 (a0 €> HCO3 (o) + H (o)
Ecuacion 4:

HCO3_ (ac) 4 CO3_ + H+(ac)

de


http://www.ceset.unicamp.br/~mariaacm/ST405/Lei%2520de%2520Henry.pdf
http://www.ceset.unicamp.br/~mariaacm/ST405/Lei%2520de%2520Henry.pdf
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon_dioxide
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon_dioxide
http://www.engineeringtoolbox.com/gases-solubility-water-d_1148.html
http://www.engineeringtoolbox.com/gases-solubility-water-d_1148.html

Por tanto al ser un equilibrio acido base y al
liberar protones en varias etapas de la
reaccion, las concentraciones relativas de
cada una de estas especies carbonatadas van
a depender del pH de la solucién, esto se
ejemplifica en la Figura 5.6. Aplicando este
concepto a las condiciones de sintesis,
vemos que para el caso de la SrA, en el cual
el pH de sintesis inicial fue de 10, se vio
favorecida la formacién de carbonato, dado
que el consumo de los hidrogeniones libres
desplaza el equilibrio hacia la formacidén del
mismo (Ecuacién 4). A su vez, durante la
sintesis, la incorporacidon del carbonato al
cristal de la estroncioapatita genera un
mayor desplazamiento del equilibrio a favor
del
variaciones del pH. Por otra parte la sintesis

carbonato, quizas compensado por
de la HA se lleva a cabo en un medio neutro
en principio, el cual se va acidificando,
llegando a un valor final de pH 5. En este
caso se veria favorecida la formacién de
bicarbonato y acido carbdnico en vez de
carbonato, sin embargo sigue habiendo
carbonato en solucidn, y su incorporacién
podria afectar el equilibrio a favor de la
formacion del mismo. Por otra parte las
bandas del carbonato presentes en la FHA
son muy tenues, correspondiéndose al
carbonato tipo B a 872 cm’, tipo A+B a 1457
cm™ y del tipo B + no apatitico a 1420 cm™.
La sintesis comenzd en una solucién de pH 9,
por lo cual se veia favorecida la formacién de
carbonato, explicando su presencia en el
cristal. Durante la sintesis hubo una caida del
pH de la solucién hasta un valor de 2, en el
cual practicamente la totalidad del CO,
disuelto estaba como CO, (ac) y acido
carbdnico, por lo que la concentracion de
carbonato fue decayendo junto con el pH. Es
posible que esto haya disminuido la cantidad
de carbonato incorporado al cristal de FHA
durante su sintesis, y quizas se deba a ello la
baja intensidad de las bandas del carbonato.

Sin embargo no es posible afirmarlo ya que

no se cuenta con un analisis cuantitativo que

lo avale.
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Figura 5.6. Porcentaje de distribucion de las especies quimicas del
carbono inorganico en funcién del pH, en una solucion de fuerza
idnica equivalente a 1.61mol/L. Adaptado de Ref. (Waly et al. 2012).
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Las bandas del carbonato en la HA y SrA se

mantuvieron inalteradas luego de ser
tratadas térmicamente, mientras que en la
FHA tratada no es posible diferenciar Ia
banda del carbonato del ruido, dado que
esta banda es muy poco intensa en la FHA,
sumado a que el ruido fue mds intenso que
en otras muestras. De todos modos no hay
indicios de una pérdida o disminucién del
carbonato en ninguna de las muestras
debido al tratamiento térmico, como si se ha
reportado en otro trabajo (Wu et al. 2009).
la banda del grupo OH

correspondiente a una longitud de onda del

Por otro lado,

entorno de 3567 cm’, si se vio levemente
afectada por el tratamiento mencionado,
mostrando un incremento en la agudeza en
todas las apatitas tratadas. Este fendmeno
pude deberse a la disminucién de la banda
de hidratacion (en el entorno de los 3450
cm™) haciendo mas visible la banda del
grupo OH, para el caso de la SrA, o inclusive
en la HA comercial. Sin embargo esto no se
aplica para la HA sintética, ni la FHA, ya que
presentan un incremento de la intensidad de
La banda del OH esta
relacionada con la cristalinidad de la apatita,

ambas bandas.

particularmente con el grado de orden de los



atomos (Pasteris et al. 2004), por tanto su
incremento sugiere un aumento de |la
cristalinidad de éstas apatitas tratadas
térmicamente. Sin embargo los indices de
cristalinidad calculados no  mostraron
diferencias entre estos y sus pares no
tratados, lo cual sugiere: o que el
incremento de la intensidad de las bandas
del

temperatura utilizada no fue suficiente como

OH no fue significativo, o que la

para generar un cambio notable a través de
los indices de cristalinidad. Siendo esto
ultimo coherente con los resultados
obtenidos por Lebon (Lebon et al. 2010), el
cual reporta un incremento significativo de
tales indices de cristalinidad para apatitas
bioldgicas tratadas térmicamente a 600°C o
mas. Se ha reportado que el SF esta mas
relacionado al tamafo de cristal que a los
de de

moleculares, siendo este ultimo de

cambios orden los ambientes
los
primeros efectos observables durante los
ha

corroborado una menor sensibilidad por

tratamientos térmicos. Ademds se
parte de dicho indice para detectar cambios
en el ambiente apatitico del fosfato en
comparacién con otros indicadores (Lebon et
al. 2010). Por lo cual podria suponerse que el
indice SF utilizado no es suficientemente
sensible como para detectar posibles
cambios en la cristalinidad de las apatitas
tratadas a 550°C, particularmente si estos se
relacionan a variaciones en el ordenamiento
estructural de los ambientes. Sin embargo la
1030/1020

relacionarse

relacion utilizada si  parece

con el ordenamiento

estructural, ya que es una forma de
comparar las proporciones de ambientes
apatiticos y no-apatiticos, por lo cual esta
relacionado mds al estado de maduracion
del cristal que al tamafio de cristalita (Farlay
et al. 2010). De todos modos no mostro
diferencias entre las muestras tratadas y no
indices

tanto segun los

habria

tratadas, por

empleados no cambios en la

(52]

cristalinidad de las muestras luego de ser
tratadas térmicamente a 550 °C.

A su vez una forma de identificar si las
apatitas sintetizadas son nanocristalinas, en
base a la presencia de determinadas
moléculas y sus ambientes quimicos es por
medio de la espectrometria derivada y
deconvolucién grafica de los espectros FTIR,
de la cual se mencionan sus bases en la
Seccién 1.4.3.2 (pag. 24) y se explica su
aplicaciéon en este trabajo en la Seccién 3.2.9
de Materiales y Métodos (pag. 31). Esta
herramienta matemadtica nos permite
encontrar las bandas de absorcién debidas a
los modos vibracionales que no pueden
distinguirse directamente por la simple
observacién de los espectros debido a que se
encuentran

solapadas contribuyendo al

incremento del ancho de las bandas.
Mediante esta metodologia se pudo detectar
los ndmeros de onda de las bandas del
fosfato correspondientes tanto a ambientes
apatiticos como no-apatiticos de todas las
apatitas sintetizadas. A su vez se logrd
reconocer las bandas del HPO,*, las cuales
son muy importantes debido a que son
indicadores de la presencia de un ambiente
no-apatitico. Todo esto sumado a que ya se
habian reconocido por observacién directa
del

pertenecientes a ambientes no-apatiticos,

espectro las bandas del carbonato
sugiere que las mismas son nanocristalinas.
Esto ultimo ademas fue corroborado al
calcular los tamafios promedio de cristalitas
de cada una de las muestras sintetizadas y la

HAc, siendo todas del orden de los nm.

En funcion de las apatitas sintetizadas, se

compararon dos muestras  bioldgicas
(esmalte dental y calcificacion de hombro)
en las cuales se identificaron facilmente los
ambientes no-apatiticos, develando a su vez
su naturaleza nanocristalina. En favor de
esto, los indices de cirstalinidad de ambas

muestras fueron semejantes a los de las



apatitas sintetizadas (Tabla 4.5), los cuales
en su conjunto son relativamente bajos en
comparacién con lo mencionado en la
bibliografia (Weiner and Bar-Yosef 1990;
Lebon et al. 2010). Ademas se observaron en
ambos casos bandas sumamente
importantes correspondientes al carbonato
tanto del tipo A, B, como no-apatitico, por lo
gue serian carboxiapatitas del tipo Ay B, lo
cual se condice con lo reportado para los
tejidos mineralizados ya que presentan una
componente importante de carbonato tipo
B, y en menor proporcidon de tipo A (Mathew
and Takagi 2001). A su vez todas las apatitas
sintetizadas, asi como las apatitas bioldgicas
presentan bandas correspondientes a
de

radica en que su

moléculas de agua. La importancia

resaltar esta banda
presencia estd relacionada al ambiente no-
apatitico, ya que esas moléculas de agua son
de

formaban la capa hidratada cuando los

los remanentes las moléculas que
cristales se encontraban aun en medio acuso
(Eichert et al. 2002). Mientras los cristales
estdn formando un gel, presentan una
cantidad de moléculas de agua muy alta en
relacion a las que permanecen asociadas al
cristal, por tanto gran parte de esas
moléculas interaccionan entre si, formando
todas estas en su conjunto la capa hidratada.
Una vez que son secadas las muestras
pierden gran parte de esa hidratacidn,
quedando solo las moléculas de agua que
permanecen unidas al cristal mediante
fuertes interacciones de hidrdgeno, lo cual
conlleva a su vez al colapso de la capa
hidratada. Esto ocurrid con la muestra de
hombro, que debid ser incinerada, asi como
con las apatitas sintetizadas, ya que
debieron ser secadas en horno de calor seco
a baja temperatura. De todos modos la
presencia de las bandas de hidratacion es
una forma mas de evidenciar la existencia
del ambiente no-apatitico. El hecho de que

las bandas de hidratacién sean notoriamente

(53]

mayores en la muestra de esmalte que en el
de
relacionado con el hecho de que el esmalte

resto las  muestras, pude estar
fue analizado mediante FTIR sin ser secado,
es decir sin previo tratamiento térmico (al
por

hidratacién mayor a la constitutiva del cristal

natural) y tanto presentaria una

(propio de una capa hidratada).

En relacion a la topografia de las apatitas
tanto sintetizadas como las bioldgicas, las
imagenes obtenidas por SEM no fueron
suficientemente nitidas debido a que las
muestras no fueron metalizadas, por lo que
solo pudo observarse en las muestras
térmicamente tratadas, estructuras en aguja
(en HA y SrA) y de granulos (en la FA), del
orden de los 500 nm en adelante (sub-
micrométricas). Ambos tipos de estructuras
han sido reportados las

para apatitas

nanoestructuradas, en particular la
formacion en granulos es muy interesante ya
gue se ha visto que se asemeja a las
de

calcinadas de modo de eliminar el material

estructuras  bioldgicas luego ser
organico presente (ej: colageno), lo cual deja
una estructura de poros interconectados que
estimula el crecimiento dseo (Giraldo-

Betancur et al. 2013).

Los resultados para la relacion Ca/P de las
HA evaluadas en este trabajo muestran
consistentemente un alejamiento del valor
tedrico de 1.67. No queda claro que estos
valores sean realmente representativos de
las muestras analizadas, o resulten de la
técnica empleada. La rugosidad del material
puede afectar la lectura por EDS (Bailey
2009), lo cual puede explicar los bajos
valores obtenidos para la relacién Ca/P.

Por ultimo, a modo preliminar se ensayo la
sintesis de HA sobre placas de titanio por
inmersion de las mismas en SBF, en la cual se

obtuvo una deposicién relativamente

uniforme a lo largo de la placa



especialmente en las placas
nanoestructuradas. Es importante destacar
gue el ensayo tuvo algunas dificultades, en
primer lugar la cantidad de muestra
obtenida para analizar mediante el raspado
de las placas fue muy poco, apenas alcanzé
para realizar una pastilla. En segundo lugar el
sistema empleado para sujetar y mantener
sumergidas las placas se oxiddé durante el
proceso, comprometiendo el analisis. Si bien
el espectro FTIR no presenta un patrdn
caracteristico de las hidroxiapatitas, la
deconvolucion de la regién v, y v; revela la
existencia de las bandas de fosfato con
numeros de onda caracteristicos de las HA
nanoestructuradas, resaltando la banda del
fosfato dacido propio de un ambiente no-
apatitico. Para las otras bandas que
aparecen, es dificil asignarlas a la misma
hidroxiapatita o a otros contaminantes

generados durante la deposicion
espontanea, ya sean intermediarios de la
sintesis de HA o contaminantes debidos a la
oxidacion parcial de la muestra. En si es un
resultado preliminar pero interesante, ya
posibilidad de

reproducir y mejorar este tipo de sintesis

gue alienta |la intentar

directa sobre placas.

6 CONCLUSIONES
El empleo de las apatitas sintetizadas en este
de
biblioteca

referencia
de
espectros FT-IR que se puede emplear en la

trabajo como materiales

permiti6 elaborar una
identificacion de muestras bioldgicas, asi
como en la evaluacién y control de nuevas
rutas sintéticas. La sintesis de hidroxiapatitas
dio de

carboxiapatitas nanoestructuradas. El éxito

como resultado la formacién

de estas sintesis, se debe no sélo a las
condiciones de sintesis, sino al tiempo de
maduracidon apropiado, el cual debe ser
suficiente para que los posibles precursores
formacion de

maduren hacia la

(54]

hidroxiapatita, pero a su vez no debe ser
suficiente como para dejar que los cristales
crezcan demasiado. Sin embargo un detalle
dificil de evitar durante la sintesis fue que
todas las apatitas en mayor o menor medida
CO, del
incorporaron como carbonato.

absorbieron ambiente y o
Por otra
parte la caracterizacion mediante FTIR fue
muy acertada, debido a que las apatitas
sintetizadas presentan aniones con modos
vibracionales caracteristicos de las apatitas
nanoestructuradas, es decir que los aniones
gue estdn contenidos en ambientes no-
apatiticos absorben en nidmeros de onda
sentido
de

absorcién del fosfato y fosfato acido dado

caracteristicos. Siendo en este

particularmente dtiles las bandas
que permiten diferenciar claramente los
ambientes apatiticos de los no-apatiticos.
fueron  efectivamente

Estas bandas

encontradas mediante el procedimiento
analitico empleado (espectroscopia derivada
y deconvolucidn gréfica), corroborando la
de

sintetizadas y bioldgicas.

nanoestructuracion las apatitas
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