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RESUMEN

En este trabajo cuatro rutas de sintesis de Hap por el método sol-gel, fueron
evaluados en una primera fase pre-experimental. Los precursores fueron nitrato de
calcio y fosfato acido de amonio. Mediante técnicas de analisis de FRX/EDX, DRX,
FTIR, MEV/EDS, BET; se caracterizaron las muestras obtenidas para cada método,
se identificaron las fases presentes asi como la morfologia y tamafio de particula del
polvo ceramico obtenido, y se determind el area superficial de cada una. EI método |,
arrojo las fases de CaO e Ca(OH), ademas de la fase Hap. Para los métodos Il y IlI,
se identificaron las fases Hap y B-TCP. En el método IV, para el cual se empled
como modificador organico el EDTA.2Na, se obtuvo un polvo blanco calcinado de
una ceramica bifasica de Hap y B-Renanita, para la cual se tienen resultados
alentadores sobre su biocompatibilidad. En la segunda fase experimental, se repitio la
metodologia del método IV para una escala mayor, manteniéndose las proporciones
de reactivos precursores y las condiciones de analisis. La Unica variante introducida
al proceso como variable independiente, fue el tiempo de envejecimiento. Cuatro
tiempos fueron analizados y se observaron su influencia en las fases y tamafio de
particulas obtenidas. Para todas las muestras obtenidas a diferentes tiempos de
envejecimiento, se identificaron diferentes fases, estando las fases Hap y Renatita
presentes. El area superficial obtenida fue baja y el tamafio de particula fue
micrométrico en todas las muestras.

Palabras clave: Hidroxiapatita, p-tricalcio fosfato, PB-Renanita, biomateriales,
tamano de particula.
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ABSTRACT

In this work four routes of synthesis of Hap by the sol-gel were evaluated in a pre-
experimental phase. The precursors were calcium nitrate and acid ammonium
phosphate. In each method or route the samples were characterized by using
XRF/EDX, XRD, FTIR, SEM/EDS and BET analysis techniques. The phases
present, the morphology, surface area and size of the particle on the ceramic powder
obtained, were identified and studied. The method | showed the phases of CaO and
Ca(OH); in addition to the Hap phase. For methods Il and 11, Hap and B-TCP phases
were identified. In the method IV, which was used as the organic modifier
EDTA.2Na, a white powder calcined in a biphasic ceramic Hap-Renanita was
obtained, this is an encouraging results respect to their biocompatibility. In the
second experimental phase, the method IV methodology was repeated to a larger
scale, keeping the proportions of precursor reagents and analytical conditions. The
only change introduced to the latter process as an independent variable was the time
of aging. Four times were analyzed and observed its influence on the phases and
particle sizes obtained. For all samples obtained at different aging times, different
phases were identified, being present Hap and Renatita phases. In all samples the
surface area obtained was low and the particle size was in the order of micrometers.

Key words: Hidroxiapatite, B-tricalcium phosphate, B-Rhenanite, biomaterials,
particle size.



INDICE
Pagina
1. INTRODUGCCION ..ottt 1
2. REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
2.1 BIOMALEITAIES ...t 4
2.2 Clasificacion de 10S biomateriales ... 5
2.2.1 Biomateriales MetaliCOS. .. .uouuiiiirierierie et st e e 5
2.2.2 Biomateriales CEramMICOS .....oivuiriiirreeriierie sttt ettt ettt sttt et sbe e e st s 6
2.2.3 Biomateriales POlMEAIICOS ......cocciiiiiiciiee et e e e e e 6
2.2.4 Biomateriales COMPOSITOS. ....uuiiiiiiiii ittt e e s sbee e e e 7
2.2.5 Nanobiomateriales .........cooiiiiieiiiiiiee et 7
2.3 Caracteristicas de 10s biomateriales.............cooereiiineniiie e, 10
2.3.1 OStEOCONAUCCION ....uviieiiieeiiieeiie et ettt e et e st e et e st e e sate e sabeeesaaeesabeesneeesareenn 11
2.3.1 OStEOINAUCCION ..eintiiiiiiiiieieeiee ettt ettt sttt sae e sae e st st s b e b e nas 12
e T B O 1 =T o ) ) (=Y =4 =T Lo TSRS 12

2.4 Caracteristicas fisicoquimicas de la Hap y sus fosfatos de calcio relacionados

................................................................................................................................ 13
2.4.1 Propiedades y estructuras de las ceramicas de fosfatos de calcio.........cccccuuueen. 13
2.4.2 Disolucidn y formacién de cristales de fosfato de calcio........ccceevveeviiiieiicinnnnn. 19

2.5 Preparacion de las ceramicas de fosfatos de calCio.........ccccvvvevivciciciciennen, 20
2.5.1 MBTOUOS SECOS ....eeuveiieiriieeieeteeete ettt sttt ettt et sre e sae e sanesanesreeneennes 20
RS0 \V/ =1 o Yo [o TN a0 Ty g =T o S 22

3. MATERIALES Y METODOS ..ottt 26

L L MALEITAIES ...t 26

3.2 Caracterizacion de 1aS MUESEIAS. .......ccereriieiesesieeeie e 26
0 B D 2 GO PSP P TP PPPPT ORI 27
3.2 2 FTIR ettt et e et e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e nrbe et e e e e e e s e nnnreeeeeas 27
3.2.3 MIEB/EDS ...ttt te ettt ettt e st s e ettt e e et e e te e taeste e saaeeateenteenreereennes 28
3.2 FRX ettt et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e s nenaeeeeeas 28

BL2. 5 BET oo 29



KRG I 1Y/ =1 oo o] [0 - USSR 30
3.3.1 Parte pre-experimental.......cc.coociiii i 31
3.3.2 Parte exXperimental .......ooocciiiiiecee e e are e 33

4. RESULTADOS Y DISCUSION .....cocoiiiieiietireesieeeseeeteeess s es s senes s 37

4.1 Pre-eXPEIIMENTO .....civieiiiitiitiieieteeiiet ettt sttt ne e bbbt n e 37
B.1. 1 DRX ettt ittt ese ettt sttt s ettt s s bbbttt s s 37
B.1.2 FTIR cooeeeieetetettsetete ettt sttt sttt s st b st s et bbb s bbb s s s st b s n s 40
B.1.3 MEB/EDS ...ttt sttt bbbt a s 44
1 0 ) USRI 56
B.1.5 BET oottt ettt ettt ettt et s e 58

4.2 EXPEIIMENTO ..oiiviiiiieieiie ittt ettt e e re et enbe e tesraesreeneeanes 59
S 0 1 0 ) RSP 59
8.2.2 DRX coueiuetereiieietetete st ssss et sttt s ettt b ettt b b s ettt s et a s n s 60
B.2.3 FTIR ittt e e e e e s s e e e e s s s e e e s 66
B.2.4 MEB/EDS .....oieeeeetieeetestee e te et e e s te e te e s e et e s ae st et e se et esteesa e beete e tereesaetenneenes 70
B.2.5 BET oottt ettt ettt ettt ettt 82

5. CONCLUSION ..ottt 83
ANEXOS ...ttt bt 86

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........coooieieieeeeeeesesee e 97



Xi

LISTA DE TABLAS
Pagina
Tabla 2.1 Clasificacion general de los biomateriales.............cccccveveiieeiiieieeieseene, 8
Tabla 2.2 Caracteristicas generales de los biomateriales............ccccevevereiieininnnne. 10
Tabla 2.3 Fosfatos de calcio: composicion quimica, relacion molar Ca/P, 14
solubilidad, pH, rango de temperatura de estabilidad en soluciones acuosas.........
Tabla 2.4 Principales bandas de vibracion IR y lineas de DRX de algunos 15

compuestos de fosfatos de calcio relevantes...............ccooevviiiiiiiiiiiiiinnnn,

Tabla 2.5 Fosfatos de calcio, que pueden ser obtenidos a partir de reacciones en

€1 €StAd0 SOLIAO. .. oot

Tabla 2.6 Compuestos cristalinos precipitados a temperatura ambiente o

corporal y rango de estabilidad de pH en el sistema Ca(OH),-H3PO4-H,0.......

Tabla 3.1 Experimento: tiempos de envejecimientos para cada muestra............

Tabla 4.1 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la

IS N N

Tabla 4.2 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la

MUESTIE M. e e e e e

Tabla 4.3 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la

UESE A M. e e e e e,

Tabla 4.4 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la

NUESE A Mg e e e e

Tabla 4.5 Composicion quimica de las muestras My, M,, M3y My de los

AITErENTES MELOAOS. . . . oo e ettt e

Tabla 4.6 Relacion molar Ca/P de [as muestras. ....oovvuneeee e,

21

22

36

46

49

53

56

57



Tabla 4.7 Anélisis BET del area superficial de la muestraMg........................

Tabla 4.8 Composicion porcentual de las muestras obtenidas a diferentes

tiempos de envejecimientos To, T1, To Y Tauioeiiiii i,

Tabla 4.9 Relacion molar Ca/P, para cada muestra..............cccoevviiiiinneennnn.

Tabla 4.10 Analisis semicuantitativo de EDS de la muestra To.......oovvevveenn...

Tabla 4.11 Analisis semicuantitativo EDS de lamuestra T1......ovvveeveeeeennnn....

Tabla 4.12 Analisis semicuantitativo EDS de lamuestra To......covveveeeennn....

Tabla 4.13 Analisis semicuantitativo EDS de lamuestra Tz........ccvvevveeinnn.n.

Tabla 4.14 Resultados del analisis BET para las diferentes muestras

Xii

58

59

60

72

76

78

81

82



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 Consistencia mecénica de varios biomateriales......................

Figura 2.2 Compuestos de fosfatos de calcio, obtenidos por neutralizacion del
ACIAO TOSTOTICO. ...ttt

Figura 3.1 Flujograma de la metodologia experimental del trabajo...............

Figura 3.2 Diagrama de flujo de la sintesis sol-gel de fosfatos de calcio.........

Figura 4.1 Difractogramas (DRX) para muestras M1, M2, M3y M4............

Figura 4.2 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) My, (b) M, (c)
Msy (d) 7

Figura 4.3 Micrografia (MEB) del polvo del método I, en dos aumentos (a)
500X (D) 300003 ... ..ttt

Figura 4.4 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método I, en
dos regiones (a) region A (b) region B...........oooiiiiiii

Figure 4.5 Micrografia (MEB) del polvo del método 11, particulas en la forma
de varillas en dos aumentos (a) 4000X y (b) 30000X, particulas en forma de
plaquetas en dos aumentos (c) 4000X y (d) 30000X..........ccevvveerininninennn

Figura 4.6 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método 11, en
dos regiones (a) region A (b) region B.............ocooiiiii

Figure 4.7 Micrografia del polvo del método Il en dos aumentos, particulas
en forma de varillas (a) 4000X y (b) 30000X, particulas en forma de plaquetas
(€) 2000X Y (d) B0000X ... .. eeenteteee et e e e

Figura 4.8 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método I,
en dos regiones (a) region A (b) region B.............oooiiiiii

Figure 4.9 Micrografia (MEB) del método IV en dos aumentos, (a) 4000X (b)
10000 P

Figura 4.10 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método 1V,
en dos regiones (a) region A (b) region B...............ooi

Figura 4.11 Difractograma de las muestras obtenidas para los diferentes
tiempos de envejecimiento Tq, To, T3 Y Taeeeeirieiiiiiiiiicieeeeae

xiii

16

42-

65



Xiv

Figura 4.12 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) T1, (b) T2, (c) 68-
Ty () T 69

Figura 4.13 Micrografia (MEB) de la muestra TO, en dos aumentos (a) 500X 70
(D) 50000X. . ...ttt e

Figura 4.14 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra 71
To, en dos regiones (a) region A (b) region B..............ooiiiiii.

Figura 4.15 Micrografia (MEB) de la muestra T4, region A en dos aumentos 74
(@) 500X, (b) 30000X y region B en dos aumentos (c) 5000X y (d) 30000X....

Figura 4.16 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra 75
T1, en dos regiones (a) regidon A (b) region B............ccoovviiiiiiiiiiiiiann.

Figura 4.17 Micrografia (MEB) de la muestra T2, en dos aumentos (a) 500X, 76
(1) B0000. .. ...ttt

Figura 4.18 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra 77
T2, en dos regiones (a) region A (b) region B.............c.oooiiiiiiiiiin.

Figura 4.19. Micrografia (MEB) de la muestra T3, en dos aumentos (a) 500X, 79
(1) 30000X ...

Figura 4.20 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra 80
T3, en dos regiones (a) region A (b) region B.............ooooiiiiiiiiiiiin



1. INTRODUCCION

Después de la segunda gran Guerra Mundial, con el acelerado avance del desarrollo
de los materiales para aplicaciones médicas, mas y mas personas han mejorado su
calidad de vida, lo que directamente ha influenciado de un modo general en la

expectativa de vida de la poblacién mundial.

Cada afio es mayor el nimero de personas que mejoran su calidad de vida y en

algunos casos han logrado sobrevivir gracias a los biomateriales.

El principal componente mineral del hueso humano (aproximadamente > 95%) es un
compuesto de calcio y fosforo, denominado hidroxiapatita (Hap), Caio(PO4)s(OH)..
Muchos investigadores han demostrado sus propiedades biocompatibles y bioactivas,
lo que la hace hoy dia, uno de los biomateriales mas estudiados y deseados para
aplicaciones biomédicas [Ramakrishna et al., 2010; Chen et al., 2011; Salimi et al.,
2012]. Sin embargo, existen reportes que indican que ceramicas cristalinas de Hap
sinterizadas en ciertas condiciones de tiempo/temperatura presentaron minima
resorcion en vivo, retrasando asi la formacién de hueso nuevo [Metsger et al., 1982;
Schmitz et al., 1999; Joschek et al., 2000; Kamakura et al., 2002; Hing et al., 2004].
Esta es la razon por la que existen varios estudios sobre ceramicas de fosfato de
calcio bifasicas para mejorar su biocompatibilidad, como Hap—B-TCP, debido a la
mayor solubilidad de la fase B-TCP, la cual desaparece a medida que ocurre la
formacion del nuevo tejido 6seo [Tang et al., 2003; Kwon et al., 2003].

Varios métodos de sintesis han sido estudiados para producir la fase Hap, asi como
fosfatos de calcio bi y trifasico, para aplicaciones médicas. Entre los mismos, se
encuentran: el método por precipitacion, que implica reacciones via himeda de una
solucién conteniendo los precursores de Ca** y PO,> con control de temperatura y

pH [Bezzi et al., 2003; Santos et al., 2005]; los metodos hidrotermales, de los



cuales se han reportado pobre control de la morfologia [Yoshimura et al., 1994], sin
embargo; cuando este método es asistido por surfactantes es posible la obtencion de
“nanorods” con morfologia uniforme, a partir de un control simultdneo de la
morfologia y del tamafio de particula [Yan et al., 2001]. Ademas, nanofibras de Hap
han sido obtenidas usando adecuados surfactantes en condiciones ambientales [Liu et
al., 2002] y Hap fue preparada usando una ruta de microemulsion [Koumoulidis et
al., 2003; Guo et al., 2005; Guo, 2005].

El método sol-gel tiene ciertas ventajas que deben ser consideradas, como mezclado
homogéneo molecular, baja temperatura de procesamiento, la capacidad para generar
particulas de tamafio nanométrico y polvos nanocristalinos, ademas es prometedor
por la simplicidad tecnol6gica del equipamiento usado, bajo costo de instalacion, la
posibilidad de preparar peliculas para recubrimiento de bajo costo (en cooperacion
con el INT, RJ-Brasil) y el hecho de permitir control preciso de la composicion
quimica de la pelicula [Rigo, 1999; Hwang, 2000; H-W. Kim, 2004].

Por sus ventajas, el método sol-gel ha sido ampliamente estudiado. Varias rutas han
sido propuestas dentro del proceso sol-gel, variando los diferentes parametros que
influencian en el producto final como: tipos de precursores, temperatura y tiempo de
envejecimiento, velocidad de agitacion durante la mezcla de los precursores,
temperaturas de secado y calcinacion, y el uso de modificadores organicos. Se ha
observado la influencia de tales variantes sobre el tamafio de particulas y las fases
presentes.

Todas las investigaciones se centran en mejorar las caracteristicas de la fase apatita
obtenida y diferentes resultados se han obtenido de acuerdo al cambio en la
composicion quimica y las condiciones de proceso [Milev et al., 2003; Bezzi et al.,
2003; Kim et al., 2004; Santos et al., 2005; Bogdanoviciene et al., 2006].

En eéste trabajo proponemos diferentes rutas para por el método sol-gel, capaces de
llegar a las fases de fosfatos de calcio, de aplicacion como biomaterial con el
objetivo de lograr el desarrollo de una metodologia capaz de preparar estas fases a
gran escala y de manera reproducible, sin la necesidad de varios pasos de reflujo mas

rigurosas precauciones y manipulaciones cuidadosas que aseguren la completa



disolucion de los precursores para generar la fase Hap luego del tratamiento térmico.
Un enfoque similar fue propuesto con precursores baratos, pero con un considerable

mayor costo de energia y tiempo de proceso [Kim et al., 2004].
Los objetivos generales de este trabajo son:

- Sintetizar quimicamente por el meétodo sol-gel fosfatos de calcio

biocompatibles para aplicaciones biomédicas.

- Caracterizar los fosfatos de calcio obtenidos por las diferentes rutas sol-gel

propuestas.

- Observar la reproducibilidad de la ruta propuesta para una sintesis a mayor
escala y la influencia de la variacion del tiempo de envejecimiento sobre las

fases obtenidas.
La tesis esta estructurada en cinco capitulos.

El capitulo 1 presenta el propoésito y la relevancia de la investigacion. Constituye una
introduccién de los antecedentes que justifican el desarrollo del trabajo. Se presentan

ademas los objetivos del trabajo.

El capitulo 2 presenta la revision bibliografica con toda la informacion teorica y
sugerencias sobre el problema en estudio, que existe hasta la actualidad en la

literatura y sustenta teéricamente el trabajo de investigacion.

El capitulo 3 describe la metodologia empleada para el desarrollo experimental de la
tesis, describe los materiales y equipos, la ruta de sintesis adoptada en cada método y

las diferentes técnicas de caracterizacion de los materiales obtenidos.

En el capitulo 4 se presentan en forma de Tablas y Figuras los resultados obtenidos,

y discuten los mismos para cada etapa del trabajo, pre-experimental y experimental.

Finalmente, luego de discutir e interpretar los resultados, el capitulo 5 presenta de

forma logica, clara y concisa las conclusiones y descubrimientos obtenidos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Este capitulo presenta las generalidades sobre los biomateriales y su
biocompatibilidad. Se exponen teorias de formacion de distintas apatitas y sus
propiedades. Se describen los diferentes métodos de sintesis de la hidroxiapatita
desarrollados por otros autores. A continuacion se presenta la seleccion de la

informacion recopilada que sustenta tedricamente el estudio.

2.1 Biomateriales
Varias definiciones han sido propuestas para el término “Biomaterial”.

Por definicidn es una sustancia o combinacion de sustancias (aparte de los farmacos),
ya sea de origen natural o sintético, que se puede utilizar por cualquier periodo de
tiempo, como un todo o como una parte del sistema que trata, aumentando, re-

emplazando cualquier tejido, 6rgano o funcién corporal [Williams, 1987].

Se definid luego, el término biomaterial como un material de origen natural o hecho
por el hombre que es usado para dirigir, complementar o sustituir las funciones del

tejido vivo del cuerpo humano [Black, 1992].

Una de las definiciones actualmente mas utilizada es que, “un biomaterial puede ser
cualquier material empleado en la fabricacion de dispositivos para substituir una
parte o una funcion del cuerpo de forma segura, confiable y econémica y que sea

fisiologicamente aceptable” [Park et al., 2007].

La historia relata acerca del uso de materiales en el cuerpo humano. Asi desde los
afios 2000 a.C., los egipcios, hinddes, chinos y griegos usaban colmillos de elefantes



y de otros animales, asi como; madera, oro, hierro y bronce, para remplazar dientes,

crear piernas artificiales de madera, hilos de sutura, etc.

Los primeros reportes de aplicaciones clinicas de los biomateriales se tuvieron en la
primera mitad del siglo XVIIl, cuando Hallowell en 1759 uni6 los bordes de una
arteria braquial desgarrada usando una clavija de madera trenzada con hilo
[Wesolowski, 1963]. Desde ese entonces el uso de biomateriales en el cuerpo
humano ha progresado mucho. Siendo muy empleados los materiales metalicos,

poliméricos, ceramicos y mas recientemente materiales compositos.

Por ello, expertos en ciencias, ingenieria y medicina han unido esfuerzos, con el
propdsito de lograr mejores materiales para aplicaciones médica-odontoldgicas y
ademas desarrollar técnicas especiales para la implantacion de los dispositivos,
teniendo hoy en dia excelentes biomateriales empleados como implantes
[Ramakrishna et al., 2010] y mejores procedimientos quirurgicos, lo que también

favorece el proceso de cicatrizacion del paciente.
2.2 Clasificacion de los biomateriales

Una manera de clasificar a los biomateriales, segun su estructura y propiedades, se

detalla a continuacién y se resume en la Tabla 2.1.

2.2.1 Biomateriales metélicos, como el acero inoxidable, aleaciones base-Co, Ti y
sus aleaciones han sido ampliamente utilizados, desde principios del siglo XX, como
sustitutos de tejidos duros. Sin embargo, como el médulo de elasticidad del acero y
las aleaciones Co-Cr es diez veces mayor que el del hueso natural; por esto, se han
presentado complicaciones debido a ciertas incompatibilidades mecanicas y
estructurales entre el implante y el tejido duro. Para el Ti y sus aleaciones, sigue
habiendo una falta de coincidencia de la consistencia mecanica del implante con el

hueso natural [Murugan et al., 2005].

De acuerdo a la ley de Wolff, un fendmeno conocido como stress shielding tiene
lugar cuando un implante mas rigido es colocado dentro de un tejido duro. El hueso
se somete a una tension mecanica reducida, que conduce gradualmente a la resorcién

0sea.



La naturaleza bioinerte de este tipo de implantes limita la osteointegracion debido a
un enlace interfacial insuficiente entre el implante metalico y el tejido huésped. Para
mejorar la osteointegracion, implantes metalicos recubiertos de Hap, se han
implementado en ortopedia [Ishizawa et al., 1995; Dhert, 1992; Driskell, 1994;
Brendel et al., 1992; Russell et al., 1996; Chai et al., 1998; Ban et al., 1997].

2.2.2 Biomateriales ceramicos, tipicamente son materiales inorganicos y no
metalicos, que son térmica y quimicamente estables. Entre sus propiedades, de alta
resistencia al desgaste, resistencia y durabilidad; tienen ademas la ventaja de ser
biocompatibles, hemocompatibles, disponibles facilmente, moldeables, estéril, no

toXico y no inmunogénico.

Asi reciben el nombre de biocerdmicas, por su empleo en aplicaciones médicas. De
acuerdo a la respuesta del tejido, las biocerdmicas pueden ser sub-clasificadas en tres
tipos; (i) casi bioinerte (alumina y zirconio); (ii) bio-activo (Hap y biovidrio) y (iii)
bioresorbible (TCP, Caz(PQOy,),).

La Hap provoca una fuerte interaccion interfacial con el tejido huésped, lo que se
considera favorable como estimulo osteointegrativo, pero posee baja tenacidad y
menor reabsorcién. EI TCP es muy utilizado como sustituto de tejidos duros por ser
reabsorbible, sirviendo de estructura para el crecimiento del hueso nuevo mientras se
reabsorbe, dejando atras, s6lo hueso nuevo hasta su completa reabsorcion [Davis,
2003; Hench, 1991; Hench, 1982; Hench, 2002].

2.2.3 Biomateriales poliméricos, derivado de la palabra griega, polis: “muchas” y
meros: “unidades”. Generalmente se dividen en dos categorias: biodegradables como
el colageno, gelatina, poli(acido lactico) (PLA) y poli(acido lactico-co-glicolico)
(PLGA) y no biodegradables como el poli(etileno) (PE), poli(etileno tereftalato)
(PET) y poli(metil metacrilato) (PMMA).

Son apreciados para aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, disefio
flexible, superficie modificable, leve peso y naturaleza ductil. Sin embargo los
polimeros tienen baja resistencia mecanica comparada a los metales y ceramicas, lo

que los hacen a menudo ideales para reconstruccion de tejidos blandos.



En ingenieria de tejidos, en aplicaciones como scaffolds (estructura sélida porosa,
matriz 0 andamio), muchas veces se prefieren los polimeros biodegradables, sean
naturales o sintéticos a los no biodegradables, atendiendo siempre a que los
productos de la degradacion sean no tdxicos y no produzcan ninguna reaccion

adversa al cuerpo extrafio [Buchko et al., 2001; Zong et al., 2002].

2.2.4 Biomateriales compositos, pueden ser definidos como una combinacién
heterogénea de dos 0 més materiales, diferentes en morfologia o composicion. Desde
este punto de vista, es posible manipular las propiedades mecénicas y otras
propiedades estructurales. Asi, por ejemplo, compositos de Hap-polimero poseen
modulo de elasticidad cercano al valor del hueso y es mecanicamente mas confiable,

que su constituyente monolitico.

Es bien conocido que compositos implantados dentro del cuerpo humano suelen
provocar respuesta bioquimica y/o bioldgica del tejido huésped. De este modo, los
biomateriales compositos pueden ser sub-clasificados en tres tipos: (i) casi bioinertes
(biometales alimina-recubierta, carbono/carbono, y carbono/PEEK); (ii) bioactivos
(Hap/colageno, Hap/PE, y Hap/Ti-6Al-4V) y (iii) reabsorbibles (TCP/colageno,
TCP/PLA, y TCP/PCL) [Sousa et al., 2003; Di Silvio et al., 2002; Peluso et al., 1991,
Choueka et al., 1995; TenHuisen et al., 1995].

2.2.5 Nanobiomateriales, una nueva generacion de los biomateriales. Son
biomateriales compuestos de una unidad estructural basica menor que 100 nm
(nanoestructurado), soélidos cristalinos con tamafio de grano menor que 100 nm
(nanocristales), polvos ultrafinos con un tamafio de particula menor que 100 nm
(nanopolvos), y fibras extremedamente pequefias con un didmetro menor que 100 nm
(nanofibras). Algunos ejemplos son: Nano-Hap, nano-alumina, nanofibras de

colageno, nanofibras PLLA.

Tienen las ventajas de gran area superficial en relacion al volumen, elevada
reactividad superficial, fuerza de enlace en la interfaz célula-implante, mejora la
resistencia mecanica. Entre sus desventajas podemos citar el pobre control sobre la
uniformidad de tamafio. Sus principales areas de aplicacion, se encuentran en

ortopedia, restauracion dental, ingenieria de tejido y liberacion de farmacos.



Tabla 2.1 Clasificacion general de los biomateriales [Ramakrishna et al., 2010].

Biomateriales | Ventajas Desventajas | Aplicaciones Ejemplos
Placas de hueso, Titanio,
Denso, se | il
Muy fuertes pueden clavos, tornillos, acero
Metales y . ' soporte de carga de |inoxidable,
: resistentes y corroer, ; ,
aleaciones B o implantes dseos, Co-Cry
ductiles dificil de ;
elaborar arco dental y al_eaC|ones
soportes dentales Ti-6Al-4V
Articulaciones de
cadera, rellenos de
defectos 6seos,
revestimiento de los
.- . bioimplantes,
Fragil, baja .
- . aumento de la cresta | Alumina,
Bioinerte tenacidad, no . i
P alveolar, Zirconio
elastico. .
reconstruccion
maxilofacial,
L ingenieria del tejido
Ceramicas . . v,
0seo, y liberacion de
farmacos.
Bioactivo H_ap,. .
biovidrios
Bioreabsorbible TCP
Elevada
resistencia al
desgaste,
resistencia a la
corrosion
Scaffolds de tejidos,
tornillos para hueso,
clavos, placas,
Flexible, baja articulaciones de
densidad, cadera, base de ,
. L Y Colageno,
eléstico, Baja rigidez, |protesis dental, s
. e . g silicona,
Polimeros superficie puede liberacion de
o . . PLGA,y
modificable, degradarse | farmacos, implantes PE
grupos quimicos de mama, suturas, '
funcionales aumento de piel,

vasos sanguineos y
las valvulas del
corazon.




En la Figura 2.1, de manera a apreciar mejor las propiedades mecénicas de los
diferentes tipos de biomateriales, se presenta una tipica grafica comparativa de

tension-deformacion de varios biomateriales ampliamente usados.

Cxidos cerdthicos

Tension Aliming, Zirconio

Aleaciones v metales
Co-Cr-Io, Aceroinoddable, TieAMY, Ti

Cerdmicas hioactivas
Hap

Huesohumato
Cortical

Compositos bioactivos
Hap-FE, Hap-coldgeno

Folitneros
PE, PLLA, PMRIA

Hueszohumano
Esponjoso

-
L

Deformacion

Figura 2.1 Consistencia mecanica de varios biomateriales [Murugan et al., 2005].

Estos datos son utiles para uso clinico, de manera a elegir el material correcto para
una aplicacion particular. En general, en la mayoria de los casos, para aplicaciones
en tejidos duros son empleadas biomateriales ceramicos y metalicos, mientras que

los polimeros son empleados para aplicaciones de biomateriales en tejidos blandos.
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2.3 Caracteristicas de los biomateriales

Los biomateriales se distinguen de los demas materiales gracias a algunas
combinaciones de propiedades fisicas, mecénicas, quimicas y bioldgicas. Estas
caracteristicas, difieren de un material a otro, de acuerdo al tipo y aplicacion del
biomaterial. Asi, los biomateriales deben satisfacer a ciertas caracteristicas basicas,

listadas en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Caracteristicas generales de los biomateriales [Ramakrishna et al., 2010].

Caracteristicas Observaciones Generales
Biologicamente compatible, no debera provocar
Biocompatible ningun rechazo, inflamacion sistémica o respuesta
inmune del tejido huésped.
No toxico No debera provocar toxicidad para los tejidos.
. - No debera provocar una respuesta inmunogénica a
No inmunogénico .
los tejidos.
. No se debe corroer a pH fisioldgico a la temperatura
No corrosivo
corporal.
Elevada area superficial Para acomodar células de alta densidad

Para funcionalizar grupos quimicos o biomolecular

Superficie modificable para mejorar la adherencia del tejido

Adecuada resistencia mecanica | Para resistir los estimulos in vivo.

Esterilizable Para evitar contaminacién toxica

Aunque estas caracteristicas son pre-requisitos comunes de un perfecto biomaterial,
las mismas suelen variar dependiendo del método de sintesis, del tipo de material y

de la aplicacion.

En la actualidad, el desempefio de un biomaterial, se mide en funcién a dos
caracteristicas principales: la biocompatibilidad, es decir la capacidad de provocar
una respuesta satisfactoria del tejido para una aplicacion especifica, una vez
insertado en el cuerpo humano [Williams, 1987] y la biofuncionalidad, la capacidad
de reunir ciertas caracteristicas fisicas y mecanicas, que lo hagan util para la funcion

requerida en el sitio implantado [Giannoudis, 2005].
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De acuerdo a la respuesta bioldgica en el organismo, los materiales biocompatibles
se pueden clasificar en bioinertes, biotolerables y bioactivos [Vallet-Regi, 1997].

Un material bioinerte no induce respuesta local del sistema inmunoldgico, es decir,
no tiene la capacidad de interactuar con el tejido huésped, sea quimica o
bioldgicamente. Mientras que un material biotolerable induce una respuesta minima,

siendo aceptada por el organismo receptor.

La respuesta tipica del tejido dseo, se trata de un encapsulamiento del implante por
una capa de tejido fibroso, siendo la espesura de ésta capa inversamente proporcional
a la inercia del material. Podemos citar entre los materiales inertes empleados, las
ceramicas de alumina de alta densidad, polietileno de ultraalto peso molecular,
aleaciones metélicas inoxidables basados en cobalto-cromo, vanadio y titanio y sus

aleaciones [Hanawa, 1991].

Un material bioactivo permite una respuesta bioldgica especifica en la interfase con
el tejido vivo, posibilitando la formacién de una ligacién entre el tejido y el propio
material [Hulbert et al., 1987]. El tejido es capaz de interacturar intimamente con el
material depositandose directamente sobre la superficie del mismo y sin la
intervencion de la capa de tejido fibroso. Los materiales bioactivos mejor conocidos
son, los biovidrios, las vitroceramicas bioactivas y las cerdmicas basadas en fosfato
de calcio como la hidroxiapatita (Hap) [Hench, 1991].

Un biomaterial puede ademas ser clasificado de acuerdo a la biocompatibilidad, en

funcidn a sus caracteristicas:

2.3.1 Osteoconduccion: los materiales bioinertes y bioactivos pueden permitir el
crecimiento 0seo en su superficie, es decir; debe poseer caracteristicas deseables para
el deposito de tejido d6seo. La osteoconduccion es un proceso por el cual el

biomaterial se comporta como una estructura, sobre la cual se da el crecimiento 0seo.

Es la capacidad para proveer soporte la formacién de hueso nuevo por union,
proliferacion y diferenciacion de las células d0seas [Sykaras et al., 2000, Fujiba y
Ashi, 2004].
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2.3.2 Osteinduccion: La osteoinduccion es un mecanismo que estimula o promueve
la formacién Osea en el sitio del implante. Aunque la induccion dsea por
biomateriales ha sido descrita por muchos grupos, su mecanismo permanece siendo
objeto de controversia y no se sabe aun si es el biomaterial o la interaccion del

biomaterial con las proteinas corporeas, el responsable por la induccién Osea.

Habibovic (2005) infirié que la composicion quimica y la geometria del biomaterial,
es fundamental para la formacion y diferenciacion de células osteoprogenitoras en

células formadoras de hueso.

De igual manera, De Groot (1998) ha propuesto que las ceramicas de fosfatos de
calcio pueden concentrar factores de crecimiento 6seo de los fluidos corporales las
cuales activan células madres para formar tejido 6seo. Sin embargo, debido a que
varias composiciones de bioceramicas han mostrado la formacion de hueso ectopico,

la osteoinduccion al parecer no tiene mucha relacién con la quimica del material.

Estudios recientes in vivo han demostrado que el biomaterial debe exhibir dos
caracteristicas para inducir la formacion de hueso ectdpico: (a) una superficie
microporosa y (b) una estructura macroporosa [Habibovic et al., 2005; Yuan et al.,
2001; Yuan et al., 2002; Le et al., 2005].

Otros autores afirman que la osteoinduccion parece ser dependiente del animal; y
hasta ahora, s6lo ha sido observada en animales grandes como perros, babuinos,
ovejas y cabras. Ripamonti (1996) postuld que la geometria del biomaterial es un

parametro critico en la induccion dsea.

2.3.3 Osteointegracién: En 1986 Branemark definié la Osteointegracion como "una
conexion directa estructural y funcional entre el hueso vivo y la superficie de un

implante sometido a cargas funcionales™.

Actualmente la definicion mas exacta hace referencia a un concepto mucho mas
clinico, que considera la osteointegracion como “un proceso en el cual una fijacion
rigida de material aloplastico, clinicamente asintomatica, es conseguida y mantenida

en el hueso durante una carga funcional” [Zarb et al., 1991].



13

La osteointegracion se consigue en un material bioinerte como es el caso del titanio.
Para el desenvolvimiento de la osteointegracion, deben ser consideradas tres
estructuras, (a) la superficie 6sea preexistente, (b) el tejido 6seo neoformado en la
interface implante-hueso y (c) la superficie del implante. Varios factores como el
metabolismo del huésped, caracteristicas quimicas y topograficas de la superficie son

importantes en la optimizacion de la osteointegracion [Thelen et al., 2004].
2.4 Caracteristicas fisicoquimicas de la Hap y sus fosfatos de calcio relacionados

Las propiedades bioldgicas de los materiales basados en fosfatos de calcio (CaPs) en

relacién a su quimica y solubilidad son analizadas en este capitulo.
2.4.1 Propiedades y estructura de las cerdmicas de fosfatos de calcio

Los fosfatos de calcio, sintéticos y bioldgicos, poseen variada composicion quimica,
estructura cristalogréfica y solubilidad en agua como se muestra en la Tabla 2.3.

Sin embargo, es posible distinguir entre estos CaPs, a través de la aplicacion de
métodos y técnicas de caracterizacion como, la espectroscopia infrarroja (IR) y la
difraccién de rayos X (DRX); ya que cada compuesto presenta un espectro IR o un
patron de DRX que es intrinseco y caracteristico del mismo, como se muestra en la
Tabla 2.4.
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Tabla 2.3 Fosfatos de calcio: composicion quimica, relacion molar Ca/P,

solubilidad, pH, rango de temperatura de estabilidad en soluciones acuosas [B. Ledn

et al., 2009].
L S Solubilidad |pHy T (°C)
Fosfato Abreviacién | Formula Quimica Ca/P Jlog (Ko estabilidad
Fosfato 01-20
monocalcio MCPM Ca(H,P0,),.H,0 0,5 1,14 e
; 25°C
monohidratado
Fosfato 01-20
monocalcio MCPA Ca(H,POQ,), 0,5 1,14 o or
. >80 °C
anhidrido
Fosfato dicalcio 20-55
dihidratado DCPD CaHPO,2H,0 1 6,59 o
. 25°C
(Brushita)
Fosfato dicalcio 20-55
anhidrido DCPA CaHPO, 1 6,9 >l80 C
(Monetita)
Fosfato 55-7,0
octacalcio OCP Cag(HPO4)2(PO4)45H20 1,33 96,6 25 .37 °C
Apatita
deficienteen | CDA C(aolﬁ)ﬂx(Hf %)QE(F;CZ)S‘)‘* %&if’i;b'fg -85.1 6.5-95
calcio XA 20 25-37°C
Cax(HPO4)y(PO4)z.n(HZO) _
1222 |7 s07 5
15 - 20 wt% H,0 4-37°C
B-Tricalcio i i
fosfato B TCP B Cag(PO4)2 15 28,9 b
a-Tricalcio
fosfato o-TCP (l'ca3(PO4)2 15 25,5 b
Fosfato de B-Cas(POy), + 1,55 -
calcio bifisico | B°7 Cayo(PO.)s(OH), 165 ND b
Hidroxiapatita | HA Cayo(PO4)s(OH), 1,67 116,8 ZZO }é'o
. 7-12
Fluoroapatita FA Cayo(PO,)eF2 1,67 120 ~ 80 °C
Tetracalcio o
Fosfato TTCP Cay(PO,), 2 38-44 b

ND, no determinado

# La solubilidad a 25 °C en agua, esta dada por el logaritmo del producto idnico de las formulas dadas

con concentraciones en mol/L.

® Estos compuestos no pueden ser precipitados de soluciones acuosas y se forman sélo a elevadas
temperaturas (B-TCP > 800 °C,a-TCP > 1125 °C en agua.

© [1 Representa una laguna en la red cristalina de la hidroxiapatita.




Tabla 2.4 Principales bandas de vibracion IR y lineas de DRX de algunos
compuestos de fosfatos de calcio relevantes [B. Ledn et al., 2009].

Picos IR Lineas de DRX
Compuesto | Férmula quimica
v (cm™) | Asignar 20 (°)* | Intensidad (%)
3542 H,O 11,681 | 100
3490 Intracristal 20,935 [100
DCPD CaHPO, 2H,0 1132 HPO, 29,258 | 75
1060 30,506 |50
984 34,156 |50
525 34,426 |30
1105 HPO4, PO4 | 4,722 100
1070 9,441 15
oloy Cag(HPO,),(PO,)4.5H,0 1031 o872 |17
954 26,002 |20
603 31,555 |33
530 31,704 |32
1120 PO, 17,005 |20
1043 25,803 |25
970 27,769 |55
pTer P-Cas(POu). 943 31,027 | 100
606 34,372 |65
551 52,946 |25
3562 OH 25,879 |40
1081 PO, 31,774 |100
1030 OH 32,197 |60
HA Cayo(PO,)s(OH), 954 PO, 32,902 |60
631 34,049 |25
601 46,713 |30
570 49,469 |40

IR, Infrarrojo; DRX, difraccion de rayos X; DCPD, Dicalcio fosfato dihidratado (brushita);

OCP, Octacalcio fosfato; B-TCTP, p-Tricalcio fosfato; HA, Hidroxiapatita.

?Datos de DRX de JCPDS, fichas: 9-007 (DCPD), 26-1056 (OCP); 9-0169 (B-TCP), 9-0432 (HA).

Valores 20, son dados para una fuente Cu Ka de rayos X (A = 1,54060 A).
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Es posible precipitar varias fases de CaPs, dependiendo de las condiciones
experimentales en que tiene lugar la reaccion. Parametros como, el pH y la
temperatura, son determinantes en la obtencion de las fases de CaPs &cidas, basicas o
hidratadas. En la Figura 2.2, se observan las posibles fases precipitadas variando
algunos parametros (pH, relacion Ca/P) de la reaccion. La solubilidad del fosfato de
calcio disminuye drasticamente de izquierda a derecha, siendo la Hap la fase méas
estable e insoluble.

OH OH ~ OH
HPO, —= H,PO;, T—= HPOZ T—— PO
H,0 ﬂ H,0 H.0*
\ Ca(H,PO,),.H,0
Ca(H.PO,)
e ' : CaHPO,.2H.0
s CaHPO,
E
3 Ca,(HPO,),(PO,), 5H,0
Ca.(HPO,)(PO,)-(OH)
e - R Ca,(PO,):(OH),
pH
4 { + 4 4 >
0.5 1.00 133 150 167 CalP

Figura 2.2 Compuestos de fosfatos de calcio, obtenidos por neutralizacion del &cido
fosforico [B. Ledn, et al., 2009].

En la familia de los fosfatos de calcio, el fosfato monocélcico monohidratado
(MCPM) es el compuesto mas acido y mas soluble en agua. EI mismo precipita a
partir de soluciones altamente acidas. A temperaturas superiores a 80°C y en

condiciones acidas, precipita su fase anhidrida (MCPA).

El fosfato dicélcico dihidratado (DCPD) puede ser precipitado a partir de soluciones
acuosas a pH~4 — 5,5 y a temperatura ambiente. A temperaturas superiores a 80°C y

en condiciones acidas, precipita su fase anhidrida (DCPA).
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La fase apatita deficiente en calcio (CDA), fue sintetizada por hidrélisis del DCPD
[J.C. Elliot, 1994].

El fosfato octacélcico (OCP) es a menudo encontrado como un compuesto
intermedio durante la precipitacion de la fase termodindmica mas estable CDA.

Heughebaert y Montel (1994) sintetizaron apatita deficiente en calcio mezclando una

sal de calcio con otra sal de fosfato en medio basico, pH ~ 11 tamponado con

NH4OH.

Ademas, CDAs de composiciones variadas pueden ser precipitadas a partir de
soluciones acuosas. Dependiendo de la composicion, la apatita deficiente en calcio es

descompuesta entre las temperaturas de 800 y 1000°C, formando Hap y B-TCP.

Asi a elevadas temperaturas, CDA con relacién Ca/P de 1,58 conduce a una mezcla
de Hap y B-TCP en una proporcion de 60:40, llamada fosfato de calcio bifasico
(BCP).

Por el calentamiento a temperaturas entre 800 y 1000°C de la CDA con una
composicion particular observada abajo, se conduce a la fase B-TCP pura de acuerdo

a la siguiente reaccion;

Cag(HPO,)(PO4) 5(OH) 3 B-TCP + H,0 (1)

Los fosfatos de calcio amorfos (ACP), son a menudo encontrados como una fase de

transicion durante la precipitacion de otros CaPs en soluciones acuosas.

La formacién de ACP es favorecida mezclando rapidamente soluciones muy
concentradas de calcio y fosfato a elevado pH y baja temperatura. La forma ACP al
inicio de la precipitacion es favorecida debido a su menor energia superficial que el

OCP y que la Hap.

La ACP cristaliza en CDA por hidrdlisis interna y posterior disolucion-

reprecipitacion. Esta conversion a CDA es retrasada por la presencia de inhibidores
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del crecimiento cristalino, como magnesio, pirofosfato o carbonato [E.D. Eanes et
al., 1965].

El fosfato tricalcico (TCP) no puede ser precipitado a partir de soluciones acuosas. El
B-TCP puede ser preparado solamente calentando CDA a una temperatura superior a
800°C o por reacciones en el estado solido. A temperaturas superiores a 1125°C, se

transforma en la fase a-TCP.

Aunque ambas fases del TCP tengan exactamente la misma composicion quimica,
ambos compuestos difieren en la estructura del cristal. Asi, la fase -TCP es menos
soluble en agua que la fase a-TCP, que es mas reactiva en solucién acuosa. En
contacto con agua o fluidos del cuerpo, la fase a-TCP se hidroliza rapidamente y

reprecipita como CDA.

Luego de la fluoroapatita (FA), la Hap estequiométrica es la segunda fase mas

estable y menos soluble entre los CaPs.

La estructura cristalogréafica de la Hap es hexagonal en el grupo espacial P63/m
[W.E. Brown, 1962]. La estructura contiene taneles donde los iones hidroxilo (OH)

estan localizados.

La preparacion de Hap pura a partir de soluciones acuosas es dificil, debido a las
numerosas sustituciones ionicas y la posible existencia de lagunas en la red cristalina.
Se ha reportado su precipitacion por adicion lenta de una solucién de fosfato a una
solucion de calcio y reflujo a 100°C por una hora. Luego de la filtracion, el
precipitado es lavado, secado y calcinado a una temperatura entre 800-1000°C [J.C.
Elliot, 1994; H. Yamasaki et al., 1992].

El fosfato tetracalcico (TTCP) no puede ser precipitado a partir de soluciones
acuosas. Solo puede ser preparado por reaccion en el estado solido a temperaturas
superiores a 1300°C. ElI TTCP es hidrolizado rapidamente a Hap e Ca(OH)s.

En los sistemas bioldgicos, los fosfatos de calcio (CaPs) nunca aparecen con tales
caracteristicas y propiedades presentes en los compuestos sintéticos. En el esqueleto,
el CaP estd presente principalmente en la forma pobremente cristalizada de apatita

deficiente en calcio. Como la red de Hap puede acomodar varios iones, el hueso
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mineral contiene trazas de otros elementos, como Mg, Na, Zn, CO3; [R.Z. LeGeros,
1991]. Por esta razdn resulta imposible la definicion de una formula quimica precisa

para el mineral del hueso.
2.4.2 Disolucion y formacion de cristales de fosfato de calcio.

La composicion quimica y las propiedades del cristal afectan directamente a la
solubilidad de los fosfatos de calcio. En la Tabla 2.3 hemos visto diferentes
constantes del producto de solubilidad (Ks) para los diferentes compuestos

sintetizados de CaP.

La solubilidad se ve afectada por la sustitucién catidnica o anionica en la red
cristalina de la apatita. Por ejemplo, la Hap carbonatada o apatitas deficientes en

calcio son més solubles que la fluoroapatita (FA) a pH bioldgico.

Se ha encontrado que en soluciones fisiologicas, el B-TCP se disuelve mas
rapidamente que la Hap; ademas de exhibir una mayor velocidad de disolucion o
degradacion que la Hap, tras la implantacion en los sitios heterotdpicos o ectdpicos.
La Hap es la fase mas estable bajo condiciones fisiolégicas y tiene la cinética mas
baja de resorcion y solubilizacion en el cuerpo humano, por lo que implantes
ceramicos de Hap pura sinterizada estdn presentes por muchos afios en defectos
6seos luego de la implantacion [Driessens, 1982, De Groot, 1983, LeGeros, 1991,
Elliot, 1994].

Las cerdmicas de Hap son consideradas no resorbibles, mientras que la de B-TCP es
resorbible, basado en la cantidad de implante que queda en el sitio del implante, en
funcién al tiempo. Las ceramicas de Hap, B-TCP y BCP son consideradas materiales
bioactivos. Se disuelven en parte en los fluidos del cuerpo y precipitan sobre su
superficie en forma de apatita bioldgica, lo que favorece la afiadidura del tejido 6seo
[Daculsi et al., 1983; Daculsi et al., 1990].

Las ceramicas BCP son preferidas para aplicaciones como sustitutos 0seos, ya que
dependiendo de sus relaciones de peso Hap/B-TCP, su solubilidad se acerca mas a la
de la Hap, o a la del B-TCP. Las cerdmicas BCP compuestas de las fases Hap (casi

insoluble) y B-TCP (soluble), comprometen la disolucion, mientras que proveen de
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un sustrato para la deposicion de apatita biologica. La cantidad de microcristales de
apatita asociados a los granos grandes de ceramicas, parecen estar directamente
relacionadas a la relacion Hap/B-TCP de las cerdmicas BCP implantadas. Una gran
cantidad de B-TCP da una mayor cantidad de cristales de apatita precipitada [Daculsi
etal., 1983].

Proteinas y factores de crecimientos son incorporadas a la superficie precipitada, lo
que luego promueve la adhesion y funcidén celular. Se cree que las células
osteoblasticas son atraidas a esta superficie y producen la matriz 6sea extracelular
(ECM), que conduce a la afiadidura Osea (osteoconduccion) en lugar de la

encapsulacion de la ceramica por tejido fibroso [Ledn et al., 2009].

Otros factores importantes que afectan la solubilidad de los CaPs son: la porosidad y
el tamafio de particula, pues aumentando la porosidad se mejora enormemente la
superficie de contacto con los fluidos y esto conduce a una mayor velocidad de
disolucién. De igual manera, ceramicas de CaPs, con macroporos bien
interconectados, permiten la percolacion de fluidos, células y tejidos en el interior de
su estructura [Li et al., 2002, Li et al., 2003].

2.5 Preparacion de las ceramicas de fosfatos de calcio

Hasta la actualidad, varios métodos han sido propuestos para sintetizar las ceramicas

de fosfato de calcio. En general podemos agruparlos en dos:
2.5.1 Métodos secos
Se caracteriza por el empleo de reacciones en el estado sélido [Aoki, 1994].

La sinterizacion es una técnica de tratamiento térmico que implica la transicion de un
polvo muy fino (particulas de tamafio < 1pum), a un sélido denso o poroso. Es el
resultado del movimiento atomico estimulado por temperaturas muy altas, en el cual

los procesos de difusion generalmente son dominantes [Randall, 1991].

Algunos CaPs s6lo pueden obtenerse a partir de reacciones en el estado sélido a
elevadas temperaturas. En la Tabla 2.5, se da una lista de los CaPs que pueden ser

preparados por reacciones en el estado sélido [De Groot, 1983].



21

Tabla 2.5 Fosfatos de calcio, que pueden ser obtenidos a partir de reacciones en el
estado sélido [De Groot, 1983].

‘ Compuesto ‘ Ca/P ‘ Férmula | Abreviatura ‘
‘ a-Tricalcio fosfato 1,5 ‘ a-Caz(PO,) ‘ a-TCP ‘
| B-Tricalcio fosfato 15 |B-Cas(PO,)  |B-TCP |
‘ Hidroxiapatita sinterizada | 1,67 ‘CalO(PO4)6(OH)2 ‘ SHA ‘
‘ Tetracalcio fosfato ‘ 2 ‘ Ca,(P0O,),0 ‘ TTCP ‘

La técnica mas comun para producir CaPs es sinterizando fosfatos de calcio no
estequiométricos a temperaturas mayores a 700°C [Caroline et al., 2002].
Frecuentemente la sinterizacion es realizada a temperaturas superiores a 1000°C
[Kivrak et al., 1998, Kwon et al., 2003, Gibson et al., 2000, Lin et al., 2004, Petrov et
al., 2001, Maciejewski et al., 2008, Zyman et al., 2008].

Asi, Hap puede ser preparada por la siguiente reaccion a 1000-1300°C;

CaHPO,4.2H,0 + 4CaCO3 = Calo(PO4)6(OH)2 + 4C0O, + 14H,0 (2)

Otra ruta comdn de sintesis de CaPs es la descomposiciéon térmica de la apatita
deficiente en calcio, segun la siguiente reaccion, para x = 0,5 (ver formula quimica
de CDA, Tabla 2.3).

2C&9,5(HPO4)015(PO4)5,5(OH)1‘5 = Calo(PO4)6(OH)2 + Ca3(PO4) + H,0 (3)

Se observa como producto de esta reaccion la fase BCP, compuesta de Hap y TCP
(comunmente B-TCP) [Dorozhkina et al., 2002, Dorozhkin, 2003].



22

Otros autores han obtenido sélidos microporosos (didmetro < 5um) y macroporosos
(diametro > 100um) de BCP, sinterizando a 1200-1300°C por varias horas; polvos de
la estequiometria requerida (Caio(PO4)s(OH), para la apatita y Caz(PO,) para el TCP)
y obtenidos tanto sintéticamente en laboratorio como comprados comercialmente [De
Groot, 1980].

2.5.2 Métodos humedos

Son disponibles para la produccién en masa de polvos cristalinos pequefios o
nanocristales de CaPs. Dos tipicos procesos del método humedo son: una reaccion de
neutralizacion de soluciones acidas y alcalinas; y otra, que implica la reaccion entre

sales de fosfato y sales de calcio [Aoki, 1994].
2.5.2.1 Método por precipitacion

Implica reacciones via hiimeda de una solucién conteniendo iones Ca** y PO,* en el
cual se tiene un estricto control del pH y de la temperatura [Bezzi et al., 2003; Santos
et al., 2005]. De acuerdo a las constantes de solubilidad (Tabla 2.3), sélo se pueden
obtener por precipitacion un numero limitado de fosfatos de calcio en determinadas
condiciones. En la Tabla 2.6, se resumen los solidos cristalinos, posibles de obtener
por precipitacion a temperatura ambiente o corporal (T = 37°C) asi como los
intervalos de pH de estabilidad [De Groot, 1983, Driessens et al., 1995, Driessens,
1995].

Tabla 2.6 Compuestos cristalinos precipitados a temperatura ambiente o corporal y
rango de estabilidad de pH en el sistema Ca(OH),-H3PO4-H,0.

Féormula Ca/P | Compuesto | pH

Ca(H,P0,)2.H,0 0,5 |MCPM 0,0-2,0
CaHPO,4.2H,0 1 DCPD 2,0-6,0
Cag(HPO,4)2(P0O,),.5H,0 | 1,33 | OCP 5,5-7,0
Cag(HPO,4)(PO4)s(OH) 1,5 |CDHA 6,5-8,5
Ca10(P0O4)s(OH), 1,67 | PHA 9,5-12
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Dependiendo de la relacién molar calcio/fésforo del precipitado inicial determinado
por las condiciones de precipitacion (relacion molar Ca/P y pH del medio de
reaccion), luego de la sinterizacion a 1250°C, ceramicas monofasicas, bifasicas y
trifasicas constituidas de Hap, B-TCP, a-TCP y CaO fueron obtenidas [Slosarcsyk,
1996].

2.5.2.2 Método sol-gel:

La distincidn entre sol y gel puede ser resumida como sigue: un sol representa una
suspension o dispersion de particulas coloidales discretas, mientras que un gel
representa un sélido coloidal o polimérico conteniendo un componente fluido, con
una estructura de red interna, tal que ambos componentes solido y fluido estén

altamente dispersados.

La gelacion a partir de las soluciones precursoras, puede proceder por dos rutas
distintas para producir geles coloidales o poliméricos. En los geles coloidales, efectos
electroliticos o estéricos en la solucidn precursora o sol, domina la formacion del gel;
mientras que en los geles poliméricos, las velocidades relativas y extensiones de las

reacciones quimica (incluyendo polimerizacion) son criticas.

Los geles poliméricos son casi exclusivamente hechos a partir de un alcoxido
metalico, con formula general M(OR),,, donde M es un i6n metélico y R es un grupo
alquil [Bradley et al., 1978]. Con adicion de agua, el alcoxido metalico es hidrolizado
facilmente; y con el control apropiado de las reacciones de hidrélisis y condensacién,

la red de oxido polimerizado puede ser formado.

El éxito en la obtencién de un gel polimérico, depende principalmente de un
adecuado control de la velocidad relativa de hidrélisis y condensacion. Varios
parametros de solucion deben ser considerados para asegurar este control. Entre
éstos, la relacion molar agua/alcéxido es de mayor importancia. El contenido de agua
en la solucion afecta criticamente la velocidad de la hidrolisis relativa a la
condensacion, y afecta también la dilucion de la solucion. Ya que las reacciones de
polimerizacion en muchos alcoxidos pueden ser catalizadas por acidos o bases, la

concentracion del catalizador y el pH de la solucién, son a menudo pardmetros
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importantes. Finalmente la temperatura afectara la velocidad relativa de las
reacciones de hidrolisis y condensacion [Zelinski et al., 1984].

Los geles coloidales son formados tipicamente de soluciones de sales metalicas
(cloruros, nitratos, sulfatos, etc.) y soles éxidos 6 hidroxidos. EI método mas usado
comunmente implica el tratamiento apropiado de los soles coloidales. Si las
condiciones son tales que las particulas coloidales se juntan lentamente, es posible
que se forme un gel, pero la coagulacion réapida ira acompafiada por la formacion de

un precipitado.

En el proceso sol-gel, varios precursores moleculares simples constituidos por los
elementos que formaran parte del producto final, son convertidas en particulas de
tamafio nanométrico formando una suspension coloidal. Estas particulas coloidales
son ligadas entre si en una estructura tridimensional y forman una red rigida llena de
liquido (gel) con poros de dimensiones submicrométricas. Esta transformacion a gel,
puede iniciarse por varios caminos, pero el mas conveniente y simple es mediante un
cambio de pH de la solucidn de reaccién. Los pasos del procesamiento para obtener
materiales a partir del método sol-gel, incluyen: (i) mezcla, (ii) gelacion, (iii)
envejecimiento, (iv) secado, (v) deshidratacién o estabilizacion quimica, y (Vi)

densificacion [Ramakrishna et al., 1984].

El método sol-gel ha reportado ciertas ventajas, tales como: mezcla molecular
homogénea, baja temperatura de procesamiento, la capacidad de generar particulas
de tamafio nanométrico y polvos nanocristalinos, ademas es prometedor por la
simplicidad tecnoldgica del equipamiento utilizado, bajo costo de instalacion, la
posibilidad de preparar peliculas de revestimientos de bajo costo y el hecho de
permitir un control preciso de la composicién quimica de la pelicula [Rigo, 1999;
Hwang, 2000; H-W. Kim, 2004].

Asi, varias rutas de sintesis dentro del método sol-gel han sido propuestas. Se han
estudiado diferentes tipos de precursores asi como la influencia de la temperatura y
del tiempo de envejecimiento, la velocidad de agitacion durante el mezclado de los
precursores, diferentes temperaturas de secado y calcinacién, y el uso de

modificadores organicos sobre el tamafio de particula y las fases encontradas en los
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diferentes productos finales obtenidos a partir de la variacion de estos pardmetros
[Milev et al., 2003; Bezzi et al., 2003; Kim et al., 2004; Santos et al., 2005;
Bogdanoviciene et al., 2006].
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3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los procedimientos experimentales realizados en el
presente trabajo, asi como los materiales y equipos empleados en la sintesis y

caracterizacion de las muestras. A continuacion se detalla la metodologia aplicada.

3.1 Materiales

La sintesis de los CaPs fue realizada en el Laboratorio de Bio y Materiales de la

Facultad Politécnica de la Universidad Nacional de Asuncidn-Paraguay.

Los reactivos, todos P.A., fueron utilizados sin mas purificacion. Nitrato de calcio
tetra hidratado [Ca(NO3),.4H,0; Cicarelli, Titulo 99.0-103.0%], fosfato acido de
amonio [(NH4),HPOg4;Cicarelli], hidroxido de amonio [NH4(OH); Biopack, Titulo
26%-30%] y sal disddica del acido etilen di-amino tetra-acético [EDTA.2Na,

Biopack, Titulo 99.1%] fueron empleados en este trabajo.

En la sintesis quimica se emplearon los siguientes equipos: Balanza analitica,

agitador mecanico con calentador, pHmetro, campana, estufa, mufla, desecador.
3.2 Caracterizacion de las muestras

La caracterizacion de las muestras se realizo6 en los diferentes laboratorios
(Laboratorio de Tecnologia de POs/LATEP, Laboratério de Catélise/LACAT,
Laboratério de Corrosdo e Protecdo/LACOR, Centro de Caracterizagdo em
Nanotecnologia/CENANO) del Instituto Nacional de Tecnologia (INT) de Rio de
Janeiro-Brasil. Se describen a continuacion los fundamentos tedricos de las técnicas

analiticas aplicadas, y las condiciones de las mismas.
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3.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos-X corresponde una técnica de andlisis no destructiva que
emplea la intensidad difractada de un haz monocromatico de rayos-X como funcion
del &ngulo incidente y de salida. La informacion puede ser derivada de la estructura
cristalografica, composicion quimica, y propiedades fisicas de los materiales. En
adicion, puede ser usado para calculos preciso de los pardmetros de red, tamario del
cristalito, orientacion preferencial y tensiones residuales de red [Ledn et al., 2009;
H.P. Klug, 1974].

La técnica de difraccidn de rayos X fue aplicada para evaluar las fases presentes y la
cristalinidad de las muestras obtenidas. Se empled para tal fin, el “Difractometro X”
Pert Pro-Panalytical” usando una radiacion CuKa generada a 40kV y 40mA, en el
rango de 10° <260 < 90° con una velocidad de escaneo de 2seg/paso, siendo el tamafio
del paso igual a 0,05°.

3.2.2 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia por infrarrojo (IR) es una técnica de andlisis quimico rapida y
simple, basada en la interaccion de la radiacion electromagnética (luz infrarroja) con

las moléculas de la materia [B. Smith, 1999].

Esta técnica es sensible a la presencia de grupos funcionales quimicos en la muestra,
por lo tanto permite la identificacién de los fragmentos estructurales de las moléculas
[Ledn et al., 2009].

El andlisis de espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) fue
realizado mediante el “Magma — IR 560 Spectrometer E.S.P. — Nicolet”, para
identificar los grupos funcionales presentes en las muestras. El espectro fue
registrado en la regién de 4000 a 500 cm™ con 4 cm™ de resolucién y un total de 32

escaneos.

La muestra fue preparada con una proporcion de 1% en KBr, esto es 1mg de muestra
en 99mg de KBr. El KBr se emplea como blanco, ya que el mismo no interfiere en la
identificacion de los grupos funcionales presentes en la muestra para la region de
4000 a 500 cm™.
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3.2.3 Microscopio electronico de barrido (MEB) y espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X (EDS)

Con el microscopio electronico de barrido (MEB), un haz de electrones incidentes
producidos por un cafion de electrones acelerados por un elevado voltaje y
focalizados sobre la superficie de la muestra por una serie de lentes
electromagnéticos, escanea la superficie de la muestra por medio de una serie de
bobinas de deflexion sincronizadas con un tubo de rayos catddicos (CRT). Las
sefiales producidas como resultado de la interaccion del haz con la superficie de la
muestra son colectadas por un detector apropiado, amplificado, mostrado sobre el
CRT.

Cuando el haz de electrones penetra la muestra, algunos de los electrones interacttian
con el nucleo de los &tomos. Los electrones cargados negativamente son atraidos por
el nucleo positivo; algunos de ellos en lugar de ser capturados por la “atraccion
gravitacional” del ntcleo, lo rodean y son vueltos a dispersar sin disminuir su
velocidad. Como todos los elementos tienen diferentes tamafio de ndcleo, el nimero
de estos electrones retrodispersos (BSEs) cambia con el nimero atémico; y en
consecuencia una imagen con informacion composicional puede ser obtenida [Le6n
et al., 2009; Goodhew et al., 1988; Chapman, 1986].

La estructura morfoldgica del polvo sintetizado fue estudiada y evaluada por
microscopia electrénica de barrido y energia dispersiva de rayos X (SEM-EDS),
empleando el microscopio “FEI Inspect S” del CENANO/INT, operando a 20kV.
Las muestras de polvo fueron recubiertas con oro mediante el metalizador
EMITECH K550X operando a 25mA por 3 minutos.

3.2.4 Fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (FRX/ED).

La espectrometria por fluorescencia de rayos-X es un método no destructivo
utilizado para el anélisis de la composicion quimica de solidos y liquidos. En esta
técnica la muestra es irradiada por un haz intenso de rayos-X que causa la emision de

fluorescencia.
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Cuando un fotdn de rayos-X energético interactia con un atomo, muchos fenémenos
pueden ocurrir. Una interaccion implica la transferencia de energia del fotén para un
electron del atomo (capa K o L), resultando en su expulsion. Para estabilizar al
atomo, electrones de niveles de energias superiores caen inmediatamente dentro de
las vacantes de las capas inferiores, liberando su exceso de energia por emision de un
foton de rayos-X con una energia que es precisamente la diferencia de energia entre
los dos niveles involucrados en cada transicion electrénica y que es caracteristica de

cada atomo que compone la muestra.

Este fenomeno se denomina fluorescencia. Los elementos de la muestra son
identificados por la longitud de onda de la fluorescencia emitida y las
concentraciones por la intensidad de esas radiaciones. Los elementos cominmente
detectados estan en el intervalo entre sodio y litio [Leon et al., 2009; Gonzélez et al.,
2002; Bertin, 1970; Muller, 1972; Tertian et al., 1971].

La determinacion de la composicion quimica del polvo obtenido fue realizada por
espectrofotometria de fluorescencia de rayos-X por energia dispersiva, utilizando el

espectrofotometro “EDX 700 HS” de la marca Shimadzu.
3.2.5 Medida del area superficial y porosidad (BET)

La técnica consiste basicamente en medir la cantidad de gas inerte adsorbido, como
nitrogeno, argon, kripton o didxido de carbono sobre la superficie de un sélido. Es
una poderosa técnica comunmente usada para caracterizar el area superficial, tamafio
de particula y estructura porosa de materiales nanoestructurados. La absorcion del
gas toma lugar bajo adecuadas condiciones de temperatura y presion, de manera a
reducir la energia superficial debido a una fuerza de desequilibrio atractivo en
atomos de la superficie, y la adsorcion puede ser clasificada como adsorcion fisica o

quimisorcion.

La isoterma de adsorcion BET “Brunauer, Emmett, Teller” es usado frecuentemente
para calcular el area superficial total de sélidos por adsorcion fisica de las moléculas
del gas, lo que implica la adsorcion en monocapa de moléculas del gas nitrogeno

sobre la superficie de las particulas y posterior calentamiento para vaporizar la
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monocapa y medir la cantidad de nitrégeno adsorbido. El area superficial es entonces
determinada a partir de mediciones de adsorcién, asumiendo todas las particulas de
forma esférica para una distribucién unimodal, el &rea superficial puede ser

facilmente convertida a tamafio de particula.

El area superficial especifica de las muestras fue determinada por la técnica de
analisis BET, el cual estima el area superficial de la muestra por adsorcion de N, a
77K. El analisis fue conducido en el “Micromeritics ASAP 2020 Surface Area and
Porosity Analyzer”. Las muestras fueron pre-tratadas en vacio a 320°C. El
procedimiento fue identificado como, isoterma de adsorcion a -195°C/Método

Completo.
3.3 Metodologia

La metodologia de trabajo se identificO como experimental pura y consta de una fase

pre-experimental y una fase experimental.

En la fase pre-experimental, el objetivo fue evaluar diferentes rutas dentro del
método sol-gel, capaces de lograr las fases de fosfatos de calcio de importancia en
aplicaciones biomédicas, sin la necesidad de varios pasos de reflujo, precauciones
estrictas y manipulaciones cuidadosas para asegurar la completa disolucion de los
precursores. Un similar abordaje fue propuesto por Kim (2004), empleando
precursores de bajo costo, pero con un consumo de energia considerablemente

elevado y mayor tiempo de procesamiento.

La fase experimental implica la eleccion de un método propuesto en la fase pre-
experimental para el estudio de la reproducibilidad del mismo a gran escala. Se
observo ademas la influencia del tiempo de envejecimiento sobre las variables

dependientes del proceso.

La Figura 3.1 esquematiza mediante un flujograma, las etapas desarrolladas en la

metodologia.
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Figura 3.1 Flujograma de la metodologia experimental del trabajo.

3.3.1 Parte pre-experimental

La fase pre-experimental consiste en un estudio exploratorio que tiene como objetivo
probar 4 métodos de sintesis de fosfatos de calcio, de manera a inferir acerca de la
eficiencia de tales métodos respecto a las fases obtenidas. Se sintetizaron 5g de
producto por varias rutas dentro del proceso sol-gel y se analizaron los resultados
obtenidos, en cuanto a las caracteristicas (fases presentes, tamafio y morfologia de las
particulas) del material ceramico obtenido.

Para facilitar la identificacion de las muestras de acuerdo a los métodos I, 11, 111 6 IV
ensayados; se identificaron como: My, M2, M3 y My, respectivamente. Para el método
I, no se considerd el proceso de disolucién de los precursores o la velocidad de
adicion de la solucion de los precursores [Kim et al., 2004]. En cambio, para los

métodos Il y Ill, estos factores fueron considerados, debido a que existen reportes
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previos en la literatura, referentes a que la rapida adicion de cualquiera de las
soluciones precursoras sobre la otra puede dar lugar a precipitacion [Kim et al.,
2004]. La temperatura y tiempo de calcinacion fueron escogidos de acuerdo al
estudio realizado por Kapoor et al. (2011). EI método IV consider6 éstos factores
ademas de introducir un modificar organico “EDTA.2Na”, como reactivo

complejante de los cationes Ca** en el medio de reaccion.
3.3.1.1 Descripcion de las diferentes rutas de preparacion del polvo

Método I: Los reactivos precursores de calcio y fosforo, Ca(NO3),.4H,0O vy
(NH4),HPO,, respectivamente; se disolvieron en 210 mL de solucion de amonio
0,569 N a temperatura ambiente, siguiendo la metodologia de Bezzi et al. (2003),
pero sin usar el agente complejante EDTA y urea en el medio de reaccién, siendo el
pH > 9 mantenido en la solucion final. La mezcla fue continuamente agitada en el

rango de temperatura de 80 a 100°C por dos horas.

Se realizo el secado de la muestra en estufa, siendo la velocidad de calentamiento
aproximadamente de 4-5°C/min hasta 250°C, donde permaneci6 por una hora y fue
luego llevada hasta 340°C con la misma velocidad. La pasta blanca gomosa obtenida
luego del secado fue calcinada a 800°C por dos horas, con una velocidad de
calentamiento aproximada de 13,33°C/min. Finalmente el polvo blanco obtenido fue

almacenado en un desecador para su caracterizacion sin mas tratamientos.

Método II: Para una relacion molar de Ca/P igual a 1,67; Ca(NOs)..4H,0O y
(NH,).HPO, se disolvieron, a temperatura ambiente, por separado en agua formando
dos soluciones precursoras. La mezcla de los precursores se realizé por goteo bajo
constante agitacion a temperatura ambiente. EI pH fue ajustado a 9 con solucion de
amonio 0.5 N. El gel blanco obtenido fue envejecido a temperatura ambiente por 4

dias.

El secado de la muestra se realizo en estufa a 200°C por una hora y cuarenta minutos.
Posteriormente se calcind a 800°C por dos horas, con una velocidad de calentamiento

aproximada de 13,33°C/min.
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Método Ill: Para una relacion molar de Ca/P igual a 1,67; Ca(NOs),.4H,0 vy
(NH4)2HPO, se disolvieron, a temperatura ambiente, por separado en agua formando
dos soluciones precursoras. La mezcla de los precursores se realizé por goteo bajo
constante agitacion a temperatura ambiente. EI pH fue ajustado a 9 con solucion de
amonio 0.5 N. El gel blanco obtenido fue envejecido a temperatura ambiente por 3

dias.

El secado de la muestra se realizé en estufa a 200°C por una hora y cuarenta minutos.
Posteriormente se calcind a 800°C por dos horas, con una velocidad de calentamiento

aproximada de 13,33°C/min.

Método IV: Para una relaciébn molar de Ca/P igual a 1,67; Ca(NOs3),.4H,0 vy
(NH,).HPO, se disolvieron, a temperatura ambiente, por separado en agua formando
dos soluciones de precursores. Una solucion de EDTA.2Na, 0.3 M fue preparada. El
pH fue ajustado a 9 con solucién de amonio 0.5 N. La formacion del complejo se
inicié goteando la solucidn de nitrato sobre la solucion de EDTA.2Na. La mezcla de
los precursores fue conducida por goteo bajo agitacion constante a temperatura

ambiente. El gel blanco, fue envejecido a temperatura ambiente por un dia.

El secado de la muestra se realizd en estufa a 200°C por una hora y cuarenta minutos.
Posteriormente se calcind a 800°C por dos horas, con una velocidad de calentamiento
aproximada de 13,33°C/min.

3.3.1.2 Caracterizacion de las muestras

Los anélisis practicados a todas las muestras My, My, M3 y My, fueron: FRX/ED,
DRX, FTIR, MEB/EDS. El analisis BET se practico sélo a la muestra My, debido a
que M, fue el método escogido para su posterior estudio en la parte experimental, y a

limitaciones de tiempo para realizar el andlisis a todas las demas muestras.
3.3.2 Parte experimental

En la fase experimental se elige una ruta de sintesis, basada en los resultados
obtenidos en el pre-experimento y se hace variar el tiempo de envejecimiento con la
intencion de observar su influencia sobre las caracteristicas del material sintetizado.

Se analiza la reproducibilidad del método para la sintesis a mayor escala, igual a 30 g
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de producto. Esta sintesis fue realizada para cuatro tiempos diferentes de
envejecimientos, con el proposito de verificar la influencia del tiempo de

envejecimiento en la composicion final del producto obtenido.

Los métodos Il y Ill obtuvieron fases biocompatibles como Hap y g-TCP. Sin
embargo, la ruta de sintesis electa fue la del método 1V, donde se identificaron las
fases Hap y S-Rhenanite. De acuerdo a la bibliografia consultada [Jalota et al., 2006],
éste biomaterial bifasico de Hap y S-Rhenanite puede actuar como sustituto 6seo
gracias a la mayor solubilidad de la fase f-Rhenanite y a la expectativa de un efecto
estimulante osteinductivo en el cuerpo. Ademas, se elige este “método IV” para su
estudio en la fase experimental, debido a la existencia de pocos datos relacionados a
la obtencidn de ésta fase S-Rhenanite y por ser la primera vez que se sintetiza la
misma por el método sol-gel con los precursores empleados en este trabajo y en

presencia del reactivo quelante EDTA.2Na.
3.3.2.1 Descripcion del experimento

La metodologia seguida en esta fase experimental fue la misma del método 1V, pero
los célculos fueron hechos para una cantidad mayor de 30g de producto por muestra.
Se consideraron las mismas condiciones de sintesis del método IV y se emple6 el
modificar organico EDTA.2Na como reactivo complejante de los cationes Ca**. La
Figura 3.2 esquematiza el procedimiento experimental empleado para la sintesis del

fosfato de calcio bifasico del método IV.
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Solucion de
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Figura 3.2 Diagrama de flujo de la sintesis sol-gel de fosfatos de calcio.

Para facilitar la identificacion de las muestras, se nombré cada una como Ty, Ty, T2 Y

T3, segun sus respectivos tiempos de envejecimiento. En la Tabla 1, se especifican

los tiempos de envejecimientos para cada muestra.
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Tabla 3.1 Tiempos de envejecimientos para cada muestra.

Muestra | Tiempo de envejecimiento (hs)
To 1
T: 12
T, 24
T3 48

3.3.2.2 Caracterizacion de las muestras

Todas las muestras Ty, Ty, T3 y T4, fueron caracterizadas segun las siguientes
técnicas: FRX/ED, DRX, FTIR, MEB/EDS, BET.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y analizan los resultados obtenidos en ambas fases del

trabajo. Asi, se divide el capitulo en dos partes: pre-experimental y experimental.

4.1 Pre-experimento

Una porcion de muestra obtenida para cada método fue caracterizada finalmente para
inferir sobre las ventajas o desventajas de cada método. Se presentan a continuacion

los resultados y discusion de los mismos para cada analisis realizado.
4.1.1 Difraccion de rayos X (DRX)

El difractograma de la Figura 4.1 muestra los patrones de DRX de las muestras
calcinadas a 800°C para 26 de 20° a 60°. En el Anexo B se observa el mismo

difractograma para 26 de 10° a 90°.
En general diferentes fases se observan para cada método.

Para el método I, la muestra presenta la fase hidroxiapatita (Hap, ICDD N° 24-0033)
y pequerfios picos de la fase dxido de calcio (CaO, ICDD N° 01-077-2010). Un pico,
en 20 igual a 18° (ver Anexo B), podria suponer la presencia de la fase hidréxido de
calcio (Ca(OH),, ICDD N° 04-0733). La fase CaO corresponde al producto de la
descomposicion del nitrato de calcio que no ha reaccionado. Sin embargo el Ca(OH),
se descompone a temperaturas mayores a 510°C en CaO, como la muestra fue
calcinada a 800°C y tedricamente la transferencia de calor es homogénea dentro de la

mufla para todos los puntos del sistema; la fase Ca(OH), encontrada podria
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atribuirse a un tiempo insuficiente para que la reaccion de descomposicion se
completase. Similares fases fueron obtenidas por Bezzi et al. (2003); tal vez, debido

a la similitud de ambos métodos.

De acuerdo a los padrones de DRX, en los métodos Il y Il se pudo identificar las
fases presentes como Hap y p-tricalcio fosfato (5-TCP, ICDD N° 9-0169). Las
correspondientes lineas de difracciobn son muy agudas, indicando la elevada
cristalinidad de las dos fases y suponen que el tamafio del cristal obtenido es
relativamente grande. Es bien conocido que este fosfato bifasico de calcio es
solicitado como biomaterial debido a la mayor biodegradabilidad de la fase S-TCP
[S. Dorozhkin, 2012; A. Soueidan et al., 1995; M. Benahmed et al., 1996]. Sin
embargo, se propone para trabajos futuros, realizar un andlisis cuantitativo de estas
muestras, pues la aplicacion del biomaterial esta relacionada con la proporcién de

ambas fases presentes.

El método IV presenta picos intensos de la fase Hap, sin embargo algunos picos de la
fase p-Renanita (5-NaCaPO4, ICDD N° 29-1193) fueron identificados. Esta es la
primera vez, para nuestros conocimientos; que se tiene un indicio de que la
composicion del EDTA.2Na afecta a las fases presentes en la muestra calcinada,

formando una fase de fosfato de calcio y sodio.

Otros autores reportaron haber obtenido ésta fase p-Renanita como una débil
interfaz, luego de someter polvo de Hap y vidrio bioactivo a altas presiones
[Suchanek et al., 1998]. Sin embargo no podemos suponer que la fase S-Renanita (f-
NaCaPO,) fue formada durante el periodo de condensacién y envejecimiento del gel
o0 durante el proceso de tratamiento térmico. Para determinar esto, seria necesario un

analisis de descomposicion termica (TGA) de la muestra seca sin calcinar.

Existen estudios in vivo que relatan acerca de la velocidad de biodegradacion de los
implantes conteniendo las fases f-Renanita, Hap and f-TCP [Ramselaar et al., 1991;
Driessens et al., 1992; Ramselaar et al., 1993; Bermudez et al., 1994]. Recientemente
ha sido demostrado que esta fase S-Renanita favorece la proliferacion celular asi
como la expresion de marcadores osteogénicos inclusive a un nivel mayor que la fase

S-TCP [Knabe et al., 2004]. Asi, se tienen reportes de la obtencién del biomaterial
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bifasico Hap y p-Renanita, a través de un procedimiento de sintesis basado en
disolucion a un pH fisioldgico y posterior calcinacion [Jalota et al., 2004].

Para la muestra My, el pico obtenido en 20 igual a 12,7° no pudo ser identificado
(ver Anexo B) y el pico en 20 igual a 29,36° puede corresponder a una dislocacion.

Un solo pico, no es considerado representativo para inferir acerca de la presencia de
alguna otra fase.

@ - Hap
Pt O - NaCaPO,
o Q-pB-TCP
¢-CaO
m - Ca(OH),

120 -

100

80

Intensidad (a.u.)

Angulo de Bragg (26)

Figura 4.1 Difractogramas (DRX) para muestras M1, My, M3 y M.



40

4.1.2 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las muestras calcinadas M1, M,, M3y M, se muestran en la
Figura 4.2. Los picos principales de absorcion de IR pueden ser atribuidos a los
siguientes grupos funcionales [Santos et al., 1995; Posset et al., 1998; Arias et al.,
1998; Mayor et al., 1998].

Vibraciones caracteristicas de grupos fosfatos se muestran como una banda ancha
localizada entre 960 y 1050 cm™, correspondientes a deformacion axial simétrica,
con un hombro a 1087 cm™ correspondiente a la deformacién axial asimétrica. Dos
picos bien definidos surgen alrededor de 565 y 601 cm™ para el modo de

deformacion angular asimétrica.

El grupo hidroxilo (OH) presenta un modo de vibracion que aparece alrededor de
634 cm™ para el tipo deformacion angular y en 3570 y 3580 cm™ para el tipo axial
[Choi et al., 2004; Weng et al., 1998; Agrawal et al., 2011].

Una banda ancha extendida en el rango de 2500 a 3700 cm™ es observada. La misma
se corresponderia con vibraciones axiales de la molécula de agua (H,O) y otro
pequefio pico para 1620 cm™ para el modo de deformacién angular de la misma
molécula. Esto podria ser debido al caracter higroscopico del cristal de Hap
[Koutsopoulos S., 2002; Suresh et al., 2012].

Se observan picos adicionales correspondientes probablemente al grupo COs5?, que
aparecen de 1415 a 1462 y un pico pequefio a 875 cm™, para la Hap carbonatada
tipo-B. Pero la banda del grupo CO5? se extiende hasta 1550 cm™ lo que podria
indicar también la presencia de Hap carbonatada tipo-A [Koutsopoulos S., 2002;
Krajewski et al., 2005]. Sin embargo la fase Hap carbonatada no fue identificada por
la técnica de DRX, esto podria ser debido al solapamiento de sus picos con los de la
fase Hap. En el Anexo D se presenta la ficha cristalografica de la Hap-carbonatada
(Cay9(PO4,CO30H)s(OH),, ICDD N° 4-0697).

Los iones carbonato sustituyen algunos de los iones fosfatos en la estructura de la

Hap tipo-B y sustituyen los grupos OH™ en la Hap carbonatada tipo-A [LeGeros et
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al., 1967; Bonel, 1972; Elliott, 1980]. Estos grupos carbonatos podrian formarse a
partir de moléculas de CO; de la atmoésfera [Wang et. al., 2006].

La Hap carbonatada tipo-B es similar al mineral del hueso natural, debido a que el
mineral Oseo difiere en composicion de la Hap estequiométrica y los iones
carbonatos son los iones adicionales méas abundantes. Estudios in vitro e in vivo han
demostrado que la presencia de iones carbonato tipo-B en la estructura de la apatita
aumentan la solubilidad de la misma [Krajewski et al., 2005].

Estudios de caracterizacién fisicoquimica de Hap comercial para aplicaciones como
injerto 6seo en implantes médico-dentales, producidos por cuatro diferentes
fabricantes; han reportado la presencia del grupo carbonato en dichas muestras [Conz
et al., 2005].

Polvos de Hap y fosfato de calcio bifasico conteniendo las fases de Hap y B-TCP,
obtenidos por sol-gel y calcinados a temperaturas > 600°C, han sido analizados por
FTIR, arrojando presencia del grupo carbonato en las mismas [Salimi et al., 2012,
Agrawal et al., 2011, Chen et al., 2011].

Se tienen referencias acerca de las temperaturas de descomposicién del grupo
carbonato para la Hap carbonatada. Estas temperaturas abarcan un rango de entre 400
a 1200°C, de acuerdo a resultados del analisis termogravimétricos (TG) [Krajewski et
al., 2005]. De manera que hasta la maxima temperatura de tratamiento térmico

alcanzada 800°C, la descomposicion no es completa.

Un pico pequefio para 730 cm™ fue observado en las muestras My, M, y M. El
mismo, no fue identificado con los datos de literatura. Sin embargo, se ha
mencionado que aparecen bandas correspondientes al grupo OH™ en 732,8 cm™ para
muestras de fosfatos de calcio conteniendo fases de pirofosfato de calcio y TCP en la
muestra [Oliveira et al., 2009]. Un débil pico entre 760 y 720 cm™ se ha identificado

para el grupo HPO,* en una muestra de Hap no sinterizada [Sumit et al., 2005].

Para la muestra My, en el analisis del difractograma de DRX (Figura 4.1), se puede
observar la presencia de la fase f-NaCaPO, cristalina junto a la fase de Hap. En la

Figura 4.2 (d) se observa el espectro FTIR de la muestra My. Este coincide con el
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espectro de la fase p-NaCaPO, obtenido por Driessens et al. (1992). Las bandas
correspondientes a deformaciones axiales observadas a 603, 962, 1020 y 1089 cm™
fueron aportados tanto por la B-NaCaPO, y la Hap [Jalota et al., 2006].

El grupo CO5* fue aln mas pronunciado en la muestra M. Esto podria ser por la
presencia de atomos de C y O en la molécula de EDTA.2Na que podrian haber
reaccionado durante el proceso y formado COs*. Ademés de las moléculas de CO,

de la atmésfera.
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Figura 4.2 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) My, (b) My, (c) M3y
(d) M.
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Figura 4.2 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) My, (b) My, (c) M3y

(d) My (continuacion).

La técnica FTIR es una técnica complementaria a la de DRX, con la cual fue posible

analizar cualitativamente los grupos inorganicos presentes (fosfatos, hidroxilo, etc).

En conjunto, ambas técnicas de analisis nos permitieron inferir acerca de la eficacia

de los métodos estudiados para la obtencion de diferentes fosfatos de calcio.
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4.1.3 Microscopia electronica de barrido (MEB) y espectrometria por dispersion
de energia de rayos X

La micrografia (MEB) del polvo calcinado M; del método | se observa en dos
aumentos en la Figura 4.3.

En la Figura 4.3(a), el polvo exhibe la morfologia de plaquetas sinterizadas con
forma angular. En la Figura 4.3(b), estas particulas parecen ser esféricas y muy
aglomeradas como agregados de particulas muy pequefias. Morfologias similares

fueron obtenidas para particulas de fosfato de calcio por el método sol-gel [Milev et
al., 2003; Kim et al., 2004].

e ) | — NT e S
- - | o T e g "

Figura 4.3 Micrografia (MEB) del polvo del método I, en dos aumentos (a) 500X
(b) 30000X.

En la Figura 4.4 se muestran los espectros (EDS) practicados en dos regiones
distintas de la muestra de polvo calcinada M; obtenida del método I.

Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos Ca, P y O, pero
en diferentes proporciones.



45

(a)

(b)

Figura 4.4 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método I, en dos

regiones, (a) region Ay (b) region B.

En la Tabla 4.1 se presentan los resultados del analisis semicuantitativo EDS en

diferentes regiones.

Sin embargo, el andlisis EDS es un andlisis semicuantitativo, superficial y no de
profundidad. Por tanto este resultado no es confiable cuantitativamente, pero
proporciona una idea de la distribucion elemental en diferentes regiones de la

muestra.
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Las diferentes proporciones de los elementos Ca, P y O en ambas regiones de la
muestra My, corresponden a la presencia de las fases de Ca(OH), y CaO, ademaés de
la fase Hap en la muestra y la presencia del débil pico de C, aumenta la probabilidad

de que la fase de Hap carbonatada detectada por el analisis FTIR, esté presente.

Tabla 4.1 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la muestra
M.

Andlisis semicuantitativo de la muestra M;
Region [% Ca |%P [% 0 |%C
A 60,95 (22,16 |9,47 7,42

B 60,67 [10,98 |10,01 |10,01

Las Figuras 4.5 y 4.7, muestran la morfologia del polvo calcinado para los métodos

I1'y Ill, muestras M, y M3 respectivamente.

En ambos métodos se obtuvieron particulas que exhiben dos morfologias diferentes.
Para cada método, analizamos dos secciones transversales, una de cada morfologia
encontrada, en dos diferentes aumentos. Santos et al. (2005) identificaron racimos de

particulas de varias formas y tamarios para la Hap sintetizada por el método sol-gel.

La Figura 4.5(a) y (b) exhibe particulas alargadas muy finas en la forma de placas y
varillas (microrods), que coinciden con las obtenidas por el método sol-gel en varios

articulos [Yan et al., 2001; Bogdanoviciene et al., 2006; Murakami et al., 2012].

Otros autores sugieren la formacion de “whiskers”, para particulas de morfologias
similares. Whiskers son cristales individuales alargados, por lo general tienen un
diametro de seccion transversal de 0,1-10 micrasy longitudes de 10-1000 micras
[Yoshimura et al., 1994; Roeder et al., 2006; Aizawa et al., 2005].
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La morfologia de las particulas de apatita sintetizadas, parecen coincidir con
cristales, los cuales crecen con orientacion preferencial al eje ¢ paralela al eje
longitudinal. Para confirmar esto sera necesario practicar posteriormente un analisis

de microscopia electronica de transmisién (TEM) a una particula individual.

Sin embargo, la Figura 4.5(c) y (d) muestra una segunda morfologia obtenida para

las particulas del método Il. Se exhiben particulas en forma de plaquetas similares a

aquellas ya obtenidas para el método I.

Figure 4.5 Micrografia (MEB) del polvo del método I, particulas en la forma de
varillas en dos aumentos (a) 4000X y (b) 30000X, particulas en forma de plaquetas
en dos aumentos (c) 4000X y (d) 30000X.



48

La Figura 4.6 presenta los espectros de EDS junto con sus micrografias, aplicadas a
dos regiones distintas de la muestra de polvo calcinada obtenida para el método II.

Es posible observar que ambas regiones analizadas tienen los mismos elementos,

pero en diferentes proporciones.

Del anélisis del difractograma de DRX de ésta muestra M, se observa la presencia de

un polvo cristalino bifésico en la muestra.

(b) - unte

Figura 4.6 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método I, en dos

regiones, (a) region Ay (b) region B.
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En la Tabla 4.2, se presentan los resultados del analisis semicuantitativo de EDS,

obtenido para ambas regiones.

La region A con particulas de morfologia similar a plaquetas sinterizadas presenta
mayor cantidad del elemento Ca en la muestra. La relacion molar Ca/P del analisis

semicuantitativo es Ca/P = 2,9, mucho mayor a 1,67.

La region B, donde al parecer se obtuvieron whiskers de Hap, presenta del analisis

semicuantitativo una relacion molar Ca/P = 1,3.

Las relaciones molares Ca/P, calculadas en ambas regiones, fueron consideradas en
base a la Hap estequiometrica. Estrictamente hablando, esto no es correcto; pues los
calculos de las relaciones molares Ca/P deberian realizarse para cada fase presente en
la muestra. Sin embargo, sirven como una comparacion de la composicion elemental

de ambas regiones, pero no son confiables cuantitativamente.

La media relativa entre el porcentaje de calcio y el de fosforo es de 3,8 para la region

Ay 1,71 para la regién B.

Tabla 4.2 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la muestra
M.

Analisis semicuantivo de la muestra M,
Region (% Ca %P |%0O |%C
A 59,32 |15,65 |17,59 |7,43

B 47,17 27,57 (13,71 |11,55

En la Figura 4.7 se presentan las dos morfologias diferentes de las particulas

obtenidas para la muestra M3 del método Il1.

Asi en la Figura 4.7(a) y (b) se exhiben particulas alargadas parecidas a whiskers,
similares a las obtenidas por Liu et al. (2002), éstas parecen experimentar

coalescencia entre las particulas pequefias para dar otras mayores.
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Sin embargo, la Figura 4.7 (c) y (d) exhibe particulas en forma de plaquetas, tal
como las obtenidas en los métodos | y I1.

Las dos morfologias de las particulas encontradas en los métodos Il y Il coinciden
con la estructura hexagonal del cristal de Hap. Los whiskers son obtenidos por la
orientacion a lo largo del eje ¢ tanto que el plano a-(b) es mas ancho que el plano-c
[Aizawa et al., 2005].

Sin embargo, no podemos suponer que las diferentes morfologias obtenidas en
ambas muestras M, y M3, correspondan a una u otra fase, Hap o f-TCP. Tampoco se
tiene certeza de la causa probable de formacion de estas morfologias no uniformes y
no se puede afirmar que la misma ocurrié debido a la rapida formacion del gel
durante la titulacién del fosfato sobre el nitrato. Pero si podemos suponer que este
hecho contribuyd a particulas de gran tamafio, ya que la rapida formacién del gel,

indica que el proceso de condensacion fue favorecido antes que la hidrolisis.
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Figure 4.7 Micrografia del polvo del método 111 en dos aumentos, particulas en
forma de varillas (a) 4000X y (b) 30000X, particulas en forma de plaquetas (c)
2000X y (d) 30000X.

En la Figura 4.8 se presentan dos espectros de EDS con sus respectivas micrografias
practicadas a dos regiones distintas de la muestra de polvo calcinada M3, obtenida

para el método IlI.

Se observa que la proporcion de los elementos varia en ambas regiones y que en la
region B, Figura 4.8(b); el pico correspondiente al elemento C se encuentra mas
acentuado. Esto podria indicar que esta region experimentdé mayor sustitucion del
grupo carbonato. Pero no es correcto afirmarlo, tan sélo por el analisis de EDS

semicuantitativo.
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(a)

kv

Figura 4.8 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método 111, en dos

regiones, (a) region Ay (b) region B.

La Tabla 4.3 presenta los resultados del analisis semicuantitativo de EDS, obtenidos

para ambas regiones.

La relacion molar Ca/P calculada, fue realizada en base a la Hap estequiometrica. Se
obtuvo una relacion molar Ca/P de aproximadamente 1,65 para la regiéon A. La
region B, donde se obtuvieron whiskers de Hap, present6 una relacion molar Ca/P =
1,47.
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Las medias relativas de Ca/P en ambas regiones A y B fueron de 2,13 y 1,89

respectivamente.

Estos resultados, como dijimos anteriormente, sirven sélo a modo comparativo de la

composicion elemental en ambas regiones.

Sin embargo, en ambas muestras M, y M3 para la region B, donde se obtuvieron
morfologias de whiskers, la relacién molar de Ca/P fue menor a 1,67 en base a la fase

pura de Hap.

Tabla 4.3 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la muestra
Ms.

Andlisis semicuantitativo de la muestra M;
Region |% Ca |%P |% 0O |%C
A 4454 120,94 |22,65 |11,87
B 34,07 17,97 |22,94 |25,02

La morfologia del polvo obtenido en el método 1V, se exhibe en la Figura 4.9 en dos

aumentos.

En la Figura 4.9(a) se observa la muestra My como si estuviese compuesta de
aglomerados de particulas de gran tamafio y con morfologia de plaquetas. Un
aumento mayor, Figura 4.9(b), confirma que estos aglomerados estan formados por
pequefias particulas esféricas de morfologia uniforme, que al parecer se encuentran
limitadas por cuellos, dejando pequefios poros de aproximadamente 0,1 a 1 um de
diametro. Sin embargo, debido al corto periodo de tiempo y la baja temperatura de
calcinacion, inferimos que el proceso de sinterizado no tuvo lugar y que estos
microporos se habrian formado tal vez por el desarrollo de una fase inicial del

proceso de sinterizado.

Siendo que el método IV sdlo tiene una variante con respecto al método 11, se podria

suponer que el EDTA.2Na contribuy6 a la obtencion de granos de formas iguales y a
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la aglomeracién de los mismos. Ya en otras rutas del método sol-gel, se observé que
la naturaleza del agente complejante ejerce un control en la morfologia la muestra

ceramica en determinadas condiciones [Bogdanoviciene et al., 2006].

Las particulas obtenidas fueron de tamafio sub-micrométrico, al igual que las
encontradas en otros trabajos [Bezzi et al., 2003; Koumoulidis et al., 2003; Santos et
al., 2005; Bogdanoviciene et al., 2006]. Se presentaron en formas esféricas y
coalesciendo una con otra para formar particulas de mayor tamafio. Esto podria ser
una consecuencia del modificador organico EDTA.2Na o del proceso de tratamiento
térmico, ya que se ha reportado la relacion directa entre el incremento del tamafio del
cristal con el aumento de la temperatura de calcinacion [Hwang et al., 2000; Santos
et al., 2005].

Figure 4.9 Micrografia (MEB) del método IV en dos aumentos, (a) 4000X (b)
30000X.

En la Figura 4.10 se presentan los espectros de EDS junto con sus respectivas
micrografias, practicadas en dos regiones distintas de la muestra de polvo calcinada
M.
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Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos, pero en
diferentes proporciones. En todas las regiones analizadas, se presentd un pico del

elemento sodio para ésta muestra My.

(b) |

Figura 4.10 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado del método IV, en dos
regiones, (a) region A 'y (b) region B.

La Tabla 4.4 presenta los resultados del analisis semicuantitativo de EDS, obtenidos

para ambas regiones.
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La relacion molar Ca/P del anélisis semicuantitativo es de aproximadamente 1,6 para
la region A. La region B, presenta del analisis semicuantitativo una relacion molar

Ca/P = 1,43. Los célculos fueron realizados en base a Hap estequiométrica.

Las medias relativas Ca/P de ambas regiones A 'y B fue de 2,04 y 2,22

respectivamente.

Para esta muestra, se tiene la fase Hap con relacion molar Ca/P = 1,67, ademas de la

fase -Renanita, con relacién molar Ca/P = 1.

Sin embargo, los resultados sirven para inferir acerca de diferentes proporciones

elementales en distintas regiones de la muestra.

Tabla 4.4 Resultados del analisis elemental semicuantitativo por EDS de la muestra
Ms.

Andlisis semicuantivo de la muestra My
Region |% Ca|% P |[% O % C |%Na
A 42,3 120,77|22,93|10,27 | 3,72
B 48,36 |21,82|18,69|9,76 |1,37

Finalmente, la influencia de la ruta de sintesis sol-gel sobre las fases obtenidas, para
los materiales de fosfato de calcio, es evidente. Mas aun, hemos demostrado en éste
trabajo, que la adicion de un modificador organico a la solucién precursora, puede
dar resultados diferentes, ya que la naturaleza complejante del quelato, al parecer
impacta sobre la morfologia uniforme del cristal y el uso de sal disddica del EDTA
puede conducir a la formacion de la fase f-Renanita.

4.1.4 Fluorescencia de rayos X (FRX/ED)

La composicion quimica de las muestras, determinada por la técnica de FRX por

energia dispersiva, es mostrada en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Composicion quimica de las muestras My, M,, M3y M4 de los diferentes
métodos.

Porcentual (%)

Elemento i ; . .
Método | | Método Il | Método Ill | Método IV

Ca 74,425 71,115 72,02 73,106

P 25,575 28,885 27,98 26,894

De los resultados de la Tabla 4.5, se determina la relacién molar Ca/P de las muestras
obtenidas en cada método ensayado. Dichos resultados son presentados en la Tabla
4.6 y fueron calculados en base a la fase Hap estequiométrica.

Tabla 4.6 Relacién molar Ca/P de las muestras.

Ruta de sintesis | Relacion Ca/P
Método | 2,16
Método Il 1,91
Método IlI 1,99
Método IV 2,11

La relacion molar Ca/P de la Hap estequiométrica es 1,67. Las relaciones molares
obtenidas por la técnica de FRX para las muestras M;, M,, M3 y M, fueron

superiores al valor de 1,67 de la Hap estequiométrica.

Se analizan a continuacion, algunas de las razones que podrian contribuir al aumento

de esta relacién molar Ca/P.

En la muestra M, se detectd por DRX la presencia de CaO e Ca(OH), en la muestra 'y

esta fase podria generar un aumento en la concentracion de iones Ca** en la muestra.

De igual manera el andlisis de los resultados del FTIR para estas muestras Mz, M, y
M; constaté la presencia del grupo funcional COs*, determinadas para Hap
carbonatada tipo-B, lo cual indicaque algunos grupos fosfatos fueron remplazados

por grupos carbonatos.
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Para el método IV sin embargo, la muestra My arrojo la presencia del elemento sodio
en un analisis semicuantitativo por EDS, el cual por la técnica de FRX no fue

detectado en la muestra.

Esto podria ser debido a la limitacion del equipo para detectar el elemento sodio,
pues el limite de deteccion del mismo abarca desde el sodio hasta el titanio, lo cual
muchas veces provoca que el sodio no sea detectado cuando el mismo se encuentra
en bajas concentraciones. Este hecho junto a los resultados obtenidos por la técnica
FTIR que indica presencia de Hap carbonatada tipo-B en la muestra; contribuye al

aumento de la relacion Ca/P en dicha muestra.

Para apatitas biologicamente formadas y sinterizadas, la relacion molar Ca/P
determinada en todos los casos fue mayor que 1,67 de la Hap estequiométrica [Janus
et. al., 2008; Bahrololoom et al., 2009, Dorozhkin, 2011]. De manera que siendo las
apatitas bioldgicas carbonatadas, presentan un aumento en la relacion Ca/P.

41.5BET

El andlisis de area superficial sdlo fue realizado para la muestra My. Los resultados
obtenidos se detallan en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7 Andlisis BET del area superficial de la muestra M.

Volumen total de poro (cm®g) | Tamafio de poro (A)

Muestra | Area superficial BET (m%/g) _ _ _ _
Adsorcion Desorcion Adsorcién | Desorcion

M, 0,5612 0,001502 0,000774 107,0937 | 55,1818

Este resultado de area superficial muy baja (BET) confirma que las particulas
obtenidas fueron de tamafios micrométricos y no nanométricos. Ademas proporciona

una idea de la porosidad de las particulas.

Algunos estudios afirman que dependiendo de la temperatura de calcinacion puede
ocurrir el efecto de sinterizacion entre las particulas pequefias, tal como se presenta

en la Figura 4.9(a), donde se observan aglomerados con dimensiones de hasta 20pum.
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Disminuyendo de esta manera la porosidad de las mismas y area superficial (BET)
[Bose et al., 2003; Bianco et al., 2009; Kapoor et al., 2011].

Esto nos hace suponer que la temperatura de calcinacion de 800°C podria se muy alta
para la formacion de fosfatos de calcio de interés biomédico. Una temperatura
inferior; tal vez, sea adecuada para la formacion de estas fases y contribuya al

aumento del area superficial de las muestras.

Estudios realizados en muestras de Hap comerciales de diferentes proveedores
empleadas para implantes 6seo, médico-dentales, mostraron diferentes valores del
érea superficial BET en cada muestra, que van desde 0,8 m%/g hasta 85 m?/g [Conz et
al., 2005].

4.2 Experimento

Las muestras Ty, Ty, To y T3 obtenidas para cada tiempo de envejecimiento 1, 12, 24
y 48 horas, respectivamente, fueron caracterizadas para inferir acerca de las
diferentes fases presentes, morfologia y tamafio de las particulas obtenidas. Se
presentan a continuacion los resultados de la fase experimental y la discusion de los

mismos para cada anélisis realizado.
4.2.1 Fluorescencia de rayos X (XRF)

La composicion quimica de las muestras, determinada por la técnica de FRX por
energia dispersiva es mostrada en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Composicion porcentual de las muestras obtenidas a diferentes tiempos de
envejecimientos To, Ty, T2y Ts.

Porcentual (%)

(To) (M) [(T2) |(Ts)
Ca 73,083 (73,697 | 73,96 | 73,704
P 26,917 | 26,303 | 26,04 | 26,296

Elemento
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De los resultados de la Tabla 4.8, se determina la relacion molar Ca/P de las muestras
obtenidas para cada tiempo de envejecimiento. Dichos resultados son presentados en
la Tabla 4.9.

Es importante mencionar que el espectrofotometro de FRX empleado para el analisis,
solo detecta elementos desde el sodio hasta el titanio [Fuente: Analista de FRX,
Luana Barki]. Esta limitacion del equipo hace que siendo el sodio, un limite de
deteccion del instrumento, éste no sea detectado cuando se encuentra en bajas
concentraciones en la muestra. Ademas, no fue posible detectar la presencia de Cy O

en la muestra, debido a limitaciones del instrumento.

Tabla 4.9 Relacion Ca/P, para cada muestra.

Muestras | Relacion Ca/P
M1(To) 2,1
M,(Ty) 2,17
M;(T2) 2,2
May(T3) 2,17

Con estos resultados es probable que exista ademas de la fase f-Renanita, otras fases
presentes, como Oxidos o hidréxidos de calcio, ademas de la posible la formacion de
Hap carbonatada; ya que éstos contribuyen en gran medida a aumentar la relacion

Ca/P en la muestra, como se explicé en el pre-experimento.
4.2.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

En el difractograma de la Figura 4.11 se observan los patrones de DRX de las
muestras Ty, Ty, T2 y T3 calcinadas a 800°C. El difractograma completo para 20 de

10° a 90° puede observarse en el Anexo C.
En general se obtuvo diferentes fases para cada tiempo de envejecimiento.

Para la muestra T, se obtuvieron las fases: Hap, f-Renanita, y otro fosfato de Calcio

y sodio identificado por la formula quimica CagNa(PQOy,);.
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Para la muestra T1y T3, se obtuvieron las fases: Hap, f-Renanita, y B-TCP. Como ya
hemos mencionado en la parte pre-experimental, se tienen estudios in vivo del
empleo como biomaterial de cada una de estas fases puras, que demuestran su
potencial para aplicaciones biomédicas. También de sus combinaciones en

biomateriales ceramicos bifasicos como; Hap - B-TCP y Hap - f-Renanita.

Como ambas combinaciones de cerdmicas bifasicas han dado resultados alentadores
en cuanto a su reabsorcion en el tejido vivo y proliferacion celular en la superficie
del implante; una propuesta para trabajos futuros seria caracterizar cuantitativamente
las fases de esta cerdmica y realizar estudios sobre el comportamiento in vivo e in
vitro, de esta ceramica trifasica (Hap- B-TCP y B-Rhenanite) [Knabe et al., 2004; S.
Dorozhkin, 2012; A. Soueidan et al., 1995; M. Benahmed et al., 1996].

La termodindmica ayuda a inferir acerca de las fases formadas. La sintesis quimica
por el método sol gel fue conducida manteniendo un pH > 9 y con una relaciéon molar
Ca/P = 1,67. En estas condiciones es posible la formacion de CDA de composiciones
variadas a partir de métodos via humeda. A elevadas temperaturas (800 — 1000°C), el
CDA con una relacion molar Ca/P = 1,58 conduce a la formacién de un fosfato de
calcio bifasico (BCP), compuesta de Hap y B-TCP en una proporcion 60:40. Otras
relaciones de CDA como Ca/P = 1,8 conduce a la formacion de una mezcla de -

TCP pura [J.C. Heughebaert et al., 1994; B. Leon et al., 2009].

Considerando que tuvo lugar la formacion de una fase f-Renanita (B-CaNaPQO,), de
relacién molar Ca/P = 1, es posible que precipite la fase CDA puesto que la relacion

estequiomeétrica inicial de los precursores mezclados fue alterada.

Para la muestra T, que presenta el mismo tiempo de envejecimiento de la muestra
M, del método IV de la parte pre-experimental; pero para una sintesis de mayor
cantidad de Hap, se observa la fase de fosfato de calcio y sodio (5-Renanita) e Hap,
las cuales fueron obtenidas en el método IV con anterioridad, pero ademas se
observan las fases de Ca(OH), y Ca,P,0O; acompafiando a ambas fases. Esta fase de
pirofosfato, un fosfato de calcio, no presenta para nuestros conocimientos estudios
acerca de su biocompatibilidad y junto con el Ca(OH),, representan fases indeseables

en la muestra.
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El Ca(OH), podria formarse al inicio de la reaccion entre el nitrato de calcio en

solucion basica amoniacal, segun la siguiente reaccion:

C&(NO3)2.4H20 + 2NH,OH +H,0 = Ca(OH)z + 2NH4(N03) + 5H,0 (4)

Sin embargo, este Ca(OH), deberia reaccionar con el agente complejante EDTA.2Na
a pH > 9. Siendo la constante de formacién del complejo Ca-EDTA (CaY?), Kcay® =

5,0.10° y a pH > 8, se ve favorecida la formacién del complejo [Skoog et al., 2001].

Na,H>Y, + Ca(OH)z = CaNa)Y, + 2H,0 (5)

Durante la mezcla de los precursores, esto es el segundo estadio de la reaccion; el
calcio es liberado en forma paulatina del complejo para reaccionar con el fostafo en

solucion amoniacal. Se espera que la siguiente reaccion, tenga lugar.

CaNayY, + (NH4)2HPO4 +OH =

Fosfatos de calcio + NH4(OH) + NayH,Y (6)

La solubilidad teérica del Ca(OH); en agua a 25°C es 1,18.10 mol/L, para un valor
de la constante de producto de solubilidad termodinamica, Kys = 6,5.10°. En medio
basico se espera que este valor tedrico de solubildad, disminuya ain mas [Skoog et
al., 2001].

El Ca(OH), podria haber experimentado una reaccion incompleta, o de una
reprecipitacion de esta sal como consecuencia de la liberacién de cationes Ca** en un

segundo estadio de la reaccién. Sin embargo, la temperatura de descomposicion del
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Ca(OH); es inferior a 800°C, por lo que es posible que el tiempo de calcinacion no
haya sido suficiente para que esta descomposicion en CaO se haya producido, ya que

tampoco se observo el producto de descomposicion en la muestra.

La fase pirofosfato es considerada un fosfato condensado, obtenido por condensacion
y polimerizacion de los grupos PO,%. La sintesis estequiométrica de esta fase fue
estudiada para diferentes concentraciones de los precursores, respetando la relacién
molar Ca/P = 1. En todos los casos se obtuvo una mezcla de las fases de B-TCP y
CayP,07 [Oliveira et al., 2009].

La formacion de fosfato de calcio amorfo (ACP), es favorecida mezclando
rapidamente soluciones muy concentradas de calcio y fosfato a elevado pH y baja
temperatura. La forma ACP al inicio de la precipitacion es favorecida debido a su
menor energia superficial comparada al OCP o a la Hap. ACP cristaliza en CDA por
hidrdlisis interna y posterior disolucion-reprecipitacion. Esta conversion a CDA es
retrasada por la presencia de inhibidores del crecimiento cristalino, como magnesio,

pirofosfato o carbonato [E.D. Eanes et al., 1965].

Como la fase pirofosfato de calcio fue obtenida, la formacion de la fase B-TCP tal
vez se vio inhibida ya que este tricalcio fosfato no puede ser precipitado de
soluciones acuosas. La fase B-TCP puede ser preparada solamente calentando CDA a
temperaturas superiores a 800°C o por reacciones en el estado sélido [B. Leon et al.,
2009].

Esto nos indica que el método IV es dificil de reproducir para una mayor escala y se
debe estudiar en futuros trabajos, la influencia de cada variable independiente del
método como, concentracion optima del agente quelante (EDTA.2Na), tiempo de
mezcla, temperatura de mezcla, velocidad de goteo y agitacion, volumen optimo de
agua para producir la hidrdlisis; de manera a determinar la medida en que estas

variables afectan la composicion de la muestra para una sintesis a mayor escala.

Aguado (1996), estudiando la termodinamica del sistema ternario Ca(OH),-H3PO;-
H,O, en ausencia de otros &cidos y bases, indicé que la formacion de Hap por

hidrolisis de un unico fosfato de calcio, es cinéticamente muy lenta y que todas las
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sales de fosfatos de calcio con relacién molar Ca/P menor a la de la Hap, liberan
H3PO, en solucion durante el proceso. En el caso del TTCP, la hidrdlisis de esta sal

produce Ca(OH), como subproducto de la reaccion.

Para llevar a cabo la reaccién de hidrolisis hasta la totalidad de la consumicion de la
sal original, argumenta Aguado (1996), que seria necesario utilizar algin mecanismo

que permita eliminar los subproductos (Ca(OH), y H3sPO,) de la reaccion.

Dominar la quimica de las bioceramicas de fosfatos de calcio y la influencia de los
parametros del proceso en las fases formadas durante la sintesis, es crucial para

lograr un proceso controlado de sintesis reproducible.
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Figura 4.11 Difractograma de las muestras obtenidas para los diferentes tiempos de

envejecimiento Ty, T, T3y Ta.

4.2.3 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las muestras calcinadas Ty, T,, T3y T4 se muestran en la

Figura 4.12. Los picos principales de absorcion de IR pueden ser atribuidos a los
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siguientes grupos funcionales [Santos et al., 1995; Posset et al., 1998; Arias et al.,
1998; Mayor et al., 1998].

Vibraciones caracteristicas de grupos fosfatos (PO4>) se muestran como una banda
ancha localizada entre 990 y 1050 cm™, correspondientes a deformacion axial
simétrica, con un hombro a 1084 y 1120 cm™ correspondiente a la vibracion axial
asimétrica. Dos picos bien definidos surgen alrededor de 570 y 605 cm™ para el

modo de deformacion angular asimétrica.

El grupo hidroxilo (OH) presenta un modo de vibracion que aparece alrededor de
630 cm™ para el tipo deformacion angular y en 3570 para el tipo axial [Choi et al.,
2004; Weng et al., 1998; Agrawal et al., 2011]. Estas dos bandas son caracteristicas
del grupo O-H para la Hap cristalina [Stoch et al., 1999].

Sin embargo, se presentd un pico entre 3640 y 3645 cm™ en todas las muestras Ty,
T1, T2y Ts. Se tienen reportes del pico en 3645cm™ como vibraciones del grupo O-H
de la fase Ca(OH), [Santos et al., 1995; Posset et al., 1998; Arias et al., 1998; Mayor
et al., 1998]. Sin embargo, esta fase sélo fue identificada por el analisis de DRX para

la muestra T».

El pico en 3670 cm™ para la muestra Ty coincide con la asignacién a los picos
agudos en 3570 cm™ y 3670 cm™ relacionados con la vibracién axial de los iones
OH  en la red [Pramanik et al., 2005]..

Existe una pequefia banda entre 720 y 722 cm™ en todas las muestras To, T1, To Y Ts.
Existen reportes, para el tipo de vibracion axial de la fase P,Os en ésta zona de baja
frecuencia [Dayanand et al., 1996; Hygazy et al., 1985; Rafiqul et al., 2004]. Sin
embargo, bandas en la regién de 721,2 cm™ fueron identificados por otros autores,
como correspondientes a vibraciones del grupo OH, para una muestra de fosfato de

calcio bifésico [Oliveira et al., 2009].

Una banda ancha extendida en el rango de 2500 a 3700 cm™ fue observada. La
misma se corresponderia con vibraciones axiales de la molécula de agua (H20) y otra

banda pequefia entre para 1620 y 1650 cm™ para el modo de deformacién angular de
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la misma molécula. Esto podria ser debido al caracter higroscopico del cristal de Hap
[Koutsopoulos S., 2002; Kumar et al., 2012; Kapoor, 2011].

Se observan bandas adicionales correspondientes al grupo COs?, que aparecen de
1415 a 1462 y una banda a 875 cm-*, para la Hap carbonatada tipo-B en las muestras
T1, To'y Ts. Pero la banda del grupo CO3 se extiende de 1413 hasta 1470 cm™en T,
lo que podria indicar que existe una banda en 1457 cm™ y esto representaria la
presencia de Hap carbonatada tipo-A para la muestra T, [Koutsopoulos S., 2002;
Krajewski et al., 2005].

Para las muestras Ty, To y T3 Figura 13(b), (c) y (d); la banda pequefia en 1216 cm™,
no fue identificada.

Los grupos carbonatos probablemente estén presentes, pues aparecen nuevamente en
todas las muestras Ty, Ty, T3y T4, podrian formarse a partir de moléculas de CO, de
la atmosfera, asi como a la presencia de atomos de C y O en la molécula de

EDTA.2Na que podrian haber reaccionado durante el proceso [Wang et. al., 2006].

Para todas las muestras de la fase experimental, el andlisis por DRX mostré la
presencia de la fase p-NaCaPO, cristalina junto a la fase de Hap y otras fases. El
espectro FTIR de la fase B-NaCaPO, coincide con el obtenido por Driessens et al.
(1992). Donde las bandas correspondientes a deformaciones axiales observadas a
603, 962, 1020 y 1089 cm™ fueron aportados tanto por la -NaCaPO, y la Hap
[Jalota et al., 2006].
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Figura 4.12 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) Ty, (b) T, (¢) Tsy
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Figura 4.12 Espectro IR de las muestras calcinadas a 800°C, (a) Ty, (b) T, (¢) T3y

(d) T4 (continuacion).

El anélisis Infrarrojo confirma la presencia de los grupos funcionales inorganicos
(fosfato, hidroxilo). Ademas, se supone la presencia de Hap carbonatada en todas las

muestras, lo que coincide con los resultados de FRX obtenidos para estas muestras.
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4.2.4 Microscopia electronica de barrido (MEB) y espectrometria por dispersion
de energia de rayos X

Se presentan las micrografias (MEB) del polvo calcinado a diferentes tiempos de

envejecimiento.

La Figura 4.13 de la muestra Ty es visto en dos aumentos. En la Figura 4.13(a), el
polvo exhibe morfologia de plaquetas sinterizadas. En la Figura 4.13(b) las particulas
son vistas como esféricas y muy aglomeradas, como agregados de particulas muy

pequefias y de tamafio medio aproximado de 100-300 nm.

Morfologias similares fueron obtenidas en el método IV del pre-experimento para
particulas de Hap y pB-Renanita. Ademas, son coherente con las obtenidas por el
método sol-gel en la literatura [Milev et al., 2003; Kim et al., 2004].

Figura 4.13 Micrografia (MEB) de la muestra Ty, en dos aumentos (a) 500X (b)
50000X.

En la Figura 4.14, se muestran los espectros de EDS junto con sus respectivas
micrografias, practicadas en dos regiones distintas de la muestra Ty de polvo

calcinada.
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Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos Ca, P y Na,
pero en diferentes proporciones.

Figura 4.14. Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra Ty, en

dos regiones, (a) region Ay (b) region B.

La Tabla 4.10 presenta los resultados del analisis semicuantitativo de EDS, obtenido
para ambas regiones de la muestra To.

La relacion molar Ca/P del andlisis semicuantitativo calculados en base a la Hap

estequiométrica, es Ca/P ~ 2,6 para la region A.
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La region B presenta una relacion molar Ca/P = 1,36. Ademas, se obtuvo un

porcentaje considerablemente superior del elemento C en esta region.

Para esta muestra se identificaron tres fases. Hap con relacion molar estequiométrica
de Ca/P = 1,67, f-Renanita con relacion molar estequiométrica de Ca/P = 1 y una
fase de fosfato de calcio y sodio, Caj;pNa(PO,)7 con relacion molar estequiométrica
de Ca/P =1,43.

Como se tienen varias fases presentes, se calculé la media relativa de Ca/P en ambas

regiones, siendo 3,22 y 1,76 para las regiones A y B, respectivamente.

Los resultados obtenidos por el analisis EDS difieren de las relaciones molares
estequiométricas de las distintas fases presentes y no son confiables por presentar
resultados cuantitativos de forma localizada y superficial. Lo cual sirven para inferir

acerca de diferentes proporciones elementales en distintas regiones de la muestra.

Tabla 4.10 Analisis semicuantitativo de EDS de la muestra To.

Analisis semicuantivo de la muestra Ty

Region|% Ca|% P |% O |% C |%Na
A 57,42 116,88|16,86|7,82 |1,01
B 30,08 [17,11|23,23|23,35|6,24

En la Figura 4.15 se muestran las micrografias de la muestra T;. Para esta muestra, se
obtuvo en una de las regiones analizadas (region A), Figura 4.15(a), aglomerados de

particulas al parecer de morfologias esféricas, tipo plagquetas sinterizadas.

Al analizar esta misma region con un mayor aumento, Figura 4.15(b); se pudo
observar que junto a las particulas esféricas existen otras, de morfologia tipo varillas
muy pequefas. A diferencia de los whiskers obtenidos en los métodos 1l y 11, estas

varillas son mucho mas pequefias, aungue siguen siendo del orden de micrémetros.
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En la region B se observa un aglomerado de gran tamafio de particulas al parecer
esféricas, Figura 4.15(c).

Un mayor aumento en ésta region Figura 4.15(d) confirma la morfologia esférica de
éstas particulas. Sin embargo, es posible observar con buena claridad, como las

particulas coalescen unas a otras formando microporos entre las mismas.

Si la sinterizacion es el responsable de este fendmeno de coalescencia, temperaturas
de calcinacion préximas a las de fusion de algunas de las fases presentes, debe haber
tenido lugar [Randall, 1991]. La temperatura de calcinacion de las muestras, fue
800°C.

Sin embargo, las imagenes del MEB, para la region B de la muestra T;, muestran que
es muy probable que el fendbmeno haya tenido lugar y provocado el aumento del

tamafo de particula con la consecuente disminucion del area superficial.

Podemos suponer que las particulas obtenidas en la fase gel del proceso fueron de
tamafio nanométrico y los posteriores tratamientos térmicos, habrian contribuido al

crecimiento y coalescencia de las mismas.

Para comprobar ésta teoria seria necesario practicar un andlisis al microscopio

electronico de barrido de las muestras sin haber sufrido ningin tratamiento térmico.
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Figura 4.15 Micrografia (MEB) de la muestra Ty, region A en dos aumentos (a)
500X, (b) 30000X y region B en dos aumentos (c) 5000X y (d) 30000X.

En la Figura 4.16 se muestran los espectros de EDS junto con sus respectivas

micrografias, practicadas en las regiones A y B de la muestra T, de polvo calcinada.

Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos Ca, P y Na,
pero en diferentes proporciones.
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Figura 4.16. Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra Ty, en

dos regiones, (a) region A 'y (b) region B.

La Tabla 4.11, presenta los resultados del andlisis semicuantitativo de EDS, obtenido

para ambas regiones de la muestra T;.

La relacion molar Ca/P, del anélisis semicuantitativo obtenidos en base a la Hap, es
Ca/P = 1,38 para la region A. La region B, presenta una relacion Ca/P = 1,41. En

ambas regiones se obtuvieron porcentajes considerables del elemento C.

Para esta muestra se identificaron tres fases. Hap con relacion molar estequiométrica
de Ca/P = 1,67, p-Renanita con relacion molar estequiométrica Ca/P = 1 y B-TCP,

con relacién molar estequiométrica de Ca/P = 1,5.

Como se tienen varias fases presentes, se calculé la media relativa de Ca/P en ambas

regiones, siendo 1,78 y 1,82 para las regiones A y B, respectivamente.

Los resultados obtenidos por el analisis EDS estan en concordancia con la relacion
molar estequiométrica de las tres fases presentes. Sirven para inferir acerca de

diferentes proporciones elementales en distintas regiones de la muestra.



Tabla 4.11 Analisis semicuantitativo EDS de la muestra Tj.
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Analisis semicuantivo de la muestra T1

Region % Ca % P % O % C %Na
A 37,56 21,12 24,99 14,74 1,59
B 38,67 21,27 24,57 11,03 4,45

En la Figura 4.17 se muestran las micrografias de la muestra T,. Para esta muestra, se

obtuvo todas en las regiones analizadas, morfologias similares.

En la Figura 17(a) se observa aglomerados de particulas al parecer de morfologias
esféricas, tipo plaquetas sinterizadas. Un analisis con mayor aumento, Figura 17(b)
fue capaz de demostrar que los aglomerados son de particulas esféricas, que al
parecer coalescen unas a otras, de igual manera que en las muestras anteriores, para

dar particulas de tamafios mayores.

Figura 4.17. Micrografia (MEB) de la muestra T,, en dos aumentos (a) 500X, (b)
30000X.

En la Figura 4.18 se muestran los espectros de EDS junto con sus respectivas

micrografias, practicadas a dos regiones de la muestra T, de polvo calcinada.
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Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos Ca, P y Na,
pero en diferentes proporciones.

(a)f

) :

Tiom

3.00 2.00 3.00 4.00  pev

Figura 4.18 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra T, en

dos regiones, (a) region Ay (b) region B.

La Tabla 4.12, presenta los resultados del analisis semicuantitativo de EDS, obtenido

para ambas regiones de la muestra T».
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La relacién molar Ca/P, del analisis semicuantitativo obtenidos en base a la Hap, es
Ca/P = 1,03 para la region A. Ademas el andlisis EDS de esta region arrojo 0,21 %
de K, cantidad despreciable y considerada como impureza de los reactivos

probablemente.
La region B presenta una relacion Ca/P =~ 1,53.
En ambas regiones, se obtuvieron porcentajes considerables del elemento C.

Para esta muestra se identificaron tres fases. Hap con relacion molar estequiométrica
de Ca/P = 1,67, f-Renanita con relacion molar estequiométrica Ca/P = 1, Ca,P,0;
con relacion molar estequiométrica Ca/P = 1 y Ca(OH), que contribuye al porcentaje

del elemento Ca en la muestra.

Como se tienen varias fases presentes, se calculé la media relativa de Ca/P en ambas
regiones, siendo 1,33 y 1,98 para las regiones A y B, respectivamente.

Los resultados obtenidos por el andlisis EDS. Sirven para inferir acerca de diferentes

proporciones elementales en distintas regiones de la muestra.

Tabla 4.12 Analisis semicuantitativo EDS de la muestra T».

Analisis semicuantivo de la muestra T,

Region|% Ca|% P % O |% C |%Na
A 35,41 26,56 |24,52|10,99|2,31
B 44,18 122,31|20,82|10 2,68

En la Figura 4.19, se muestran las micrografias de la muestra T3. Para esta muestra,

se obtuvo en todas las regiones analizadas, morfologias similares.

En la Figura 4.19(a) se observa aglomerados de particulas al parecer de morfologias

esféricas, tipo plaquetas sinterizadas.
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Un analisis con mayor aumento, Figura 4.19(b), pudo demostrar que los aglomerados
son de particulas esféricas que al parecer coalescen unas a otras para dar particulas

de tamafios mayores. Este fendmeno se presentd practicamente en todas las muestras.

Figura 4.19. Micrografia (MEB) de la muestra T3, en dos aumentos (a) 500X, (b)
30000X.

En la Figura 4.20 se muestran los espectros de EDS junto con sus respectivas

micrografias, practicadas a dos regiones de la muestra T3 de polvo calcinada.

Es posible observar que ambas regiones tienen los mismos elementos Ca, P y Na,

pero en diferentes proporciones.
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Figura 4.20 Espectro EDS y micrografia del polvo calcinado de la muestra T3, en

dos regiones, (a) region Ay (b) region B.

La Tabla 4.13 presenta los resultados del anélisis semicuantitativo de EDS obtenido

para ambas regiones de la muestra Ts.

La relacion molar Ca/P, del anélisis semicuantitativo calculados en base a la Hap
estequiométrica, es Ca/P =~ 1,46 para la regiéon A. Ademas el analisis EDS de esta
region arroj6 0,58 % de K y 0,21% de ClI, cantidades despreciables y consideradas

como impurezas de los reactivos probablemente.
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La region B presenta una relacion Ca/P = 1,34.
En ambas regiones, se obtuvieron porcentajes considerables del elemento C.

Para esta muestra se identificaron tres fases. Hap con relacion molar estequiométrica
de Ca/P = 1,67, f-Renanita con relacion estequiométrica Ca/P = 1 y B-TCP, con

relacion estequiométrica de Ca/P = 1,5.

Como se tienen varias fases presentes, se calculé la media relativa de Ca/P en ambas

regiones, siendo 1,88 y 1,73 para las regiones A y B respectivamente.

Los resultados obtenidos por el analisis EDS, estdn muy en concordancia con la
relacién estequiométrica de las tres fases presentes, pero no son confiables
cuantitativamente. Sirven sélo para inferir acerca de diferentes proporciones

elementales en distintas regiones de la muestra.

Tabla 4.13 Analisis semicuantitativo EDS de la muestra Ts.

Andlisis semicuantivo de la muestra T;

Region |% Ca|% P % O [% C |%Na
A 44,12 123,41|21,59|8,27 |1,83
B 38,88 [22,45|24,71]10,25| 3,09

Para la parte experimental, los resultados del analisis MEB/EDS de las muestras Ty,
T1, T2 y T3 estan en acuerdo con el analisis de DRX, FTIR obtenidos anteriormente;

donde se observa la presencia de un polvo cristalino con varias fases en la muestra.

Ademas, los resultados obtenidos del analisis de FRX, arrojan una relacion molar
Ca/P = 2, indicando la posible presencia de Hap carbonatada y otras fases posibles en

la muestra, que posteriormente fueron encontradas con los analisis de DRX y FTIR.
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4.25 Determinacion del &rea superficial, BET

El andlisis de area superficial fue realizado para la muestras Ty, T1, T2 y Ts. Los

resultados obtenidos se detallan en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14 Resultados del analisis BET para las diferentes muestras.

3 o ) Volumen total de poro (cm®g) | Tamafio de poro (A)
Muestra | Area superficial BET (m</g) _ i _ i
Adsorcion Desorcion | Adsorcion | Desorcion
TO 2,7235 0,005446 0,004533
Tl 2,9535 0,006404 0,005258 86,7238 | 71,2071
T2 2,1458 0,004669 0,003589 87,0271 | 66,8964
T3 2,8087 0,006675 0,005335 95,0546 75,976

El area superficial BET fue similar, en todas las muestras. Eso significa que el

tiempo de envejecimiento no tuvo gran influencia en el tamafio de particula.

Podria ser debido a que todas las muestras fueron sometidas a las mismas
condiciones de proceso, siendo la temperatura de calcinacion de 800°C. A esta
temperatura se podria esperar que haya ocurrido sinterizacion de las particulas, cuyas
temperaturas de fusion sean préximas a 800°C. Por el analisis MEB, se observo la
coalescencia de particulas pequefias en otras mayores y el inicio del proceso de

sinterizacion con la respectiva formacion de cuello entre las particulas.

Esto nuevamente hace suponer, que el tamafio inicial de las particulas obtenidas en el
gel, fue nanométrico y los posteriores tratamientos térmicos de secado y calcinacion
provocaron el aumento del tamafio de particula, como se afirmé en trabajos
anteriores [Bose et al., 2003; Bianco et al., 2009; Kapoor et al., 2011].
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CONCLUSION

Acerca de la fase pre-experimental, se concluye lo siguiente:

La ruta de sintesis sol-gel ejerce una influencia evidente en las fases obtenidas para

los materiales de fosfato de calcio.

Se obtuvieron diferentes morfologias de las particulas de acuerdo al método de

sintesis estudiado.

Se ha demostrado que la velocidad de mezcla de los precursores, asi como la
presencia de un modificador organico en la solucion precursora, puede dar diferentes
resultados en cuanto a las fases de fosfatos de calcio y a la morfologia de las
particulas obtenidas.

La metodologia practicada en el método I, resulté en la fases de CaO e Ca(OH),,

junto con la Hap.

Las metodologias practicadas en los métodos Il y Il fueron muy simples, de bajo

costo y produjeron particulas de fosfato de calcio basadas en fases de s-TCP e Hap.

Se obtuvieron dos morfologias diferentes de particulas, de plaguetas sinterizadas y
muy aglomeradas entre las mismas y en forma de varillas alargadas, las cuales

aparentemente coinciden con cristales individuales denominados “wiskers”.

En el método 1V, utilizando EDTA.2Na como modificador organico se obtuvieron

particulas de morfologia esféricas parecidas a plaquetas sinterizadas.

La muestra calcinada a 800°C del método IV presentd un fosfato bifasico de Hap y
S-Renanita. Esto puede ser debido a la liberacion de cationes de Na* en solucion, que

no fueron eliminados del medio y reaccionan para dar la fase s-Renanita.
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Es la primera vez que se obtuvo este material bifasico de Hap y f-Renanita mediante
la ruta sintética del método IV. Se ha demostrado un aumento de solubilidad de este

biomaterial bifésico, con respecto a la fase de Hap pura.

Las imagenes micrograficas MEB de las muestras obtenidas para los diferentes

métodos de prueba, revelo la formacion de particulas de tamafio micrométrico.
Acerca de la fase experimental, se concluye lo siguiente:

Para una sintesis a mayor escala y en las condiciones estudiadas del método IV, los

resultados del pre-experimento no fueron reproducibles.

El tiempo de envejecimiento no afectd el tamafio de particula, pero si las fases

presentes.

La técnica FTIR evidencio la presencia de ceramicas de fosfato de calcio compuestas
por Hap-carbonatada en todas las muestras tanto de la fase experimental como pre-

experimental.

Las imagenes micrograficas MEB de las muestras obtenidas para diferentes tiempos

de envejecimiento, revel6 la formacion de particulas de tamafio micrométrico.

SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Estudiar para los métodos Il y 11l que presentaron fases biocompatibles de Hap y f-
TCP, la influencia de los diferentes parametros que afectan al proceso, tales como:
velocidad, temperatura y tiempo de mezcla de los precursores, asi como la influencia

de diferentes tiempos de envejecimiento para cada una de tales variables.

Realizar la caracterizacion cuantitativa por DRX y el método Rietveld, de manera a

conocer la proporcion cuantitativa de las fases presentes para el método 11, 111y V.

Realizar la calcinacion de las muestras en vacio para comparar los resultados con los
realizados con atmosfera de aire y el efecto de las reacciones con el C del CO2

atmosférico.
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Caracterizar cuantitativamente las fases obtenidas en las muestras T; y T3, a fin de
realizar posteriormente estudios sobre el comportamiento in vivo e in vitro de esta

ceramica trifasica (Hap - B-TCP y B-Rhenanite).



ANEXOS

ANEXO A — Marcas registradas de fosfatos de calcio bifasico, trifasico y

multifasico producidos comercialmente.
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Ortofosfato de calcio

Nombre comercial y proctor

BCP (Hap + B-TCP)

4Bone (MIS, Israel)

BCP BiCalPhos (Medtronic, MN)

Biosel (Depuy Bioland, France)

BonaGraft (Biotech One, Taiwan)

BoneCeramic (Straumann, Switzerland)

BoneSave (Stryker Orthopaedics, NJ)

Calcicoat (Zimmer, IN)

Calciresorb (Ceraver, France)

CellCeram (Scaffdex Oy, Finland)

Ceraform (Teknimed, France)

Ceratite (NGK Spark Plug, Japan)

CuriOs (Progentix Orthobiology BV, The Netherlands)

Eurocer (FH Orthopedics, France)

GenPhos Hap TCP (Baumer, Brazil)

Graftys BCP (Graftys, France)

Hatric (Arthrex, Naples, FL)

Hydros (Biomatlante SA, France)

Indost (Polystom, Russia)

Kainos (Signus, Germany)

MasterGraft Granules (Medtronic Sofamor Danek, TN)

MBCP (Biomatlante SA, France)

OrthoCer Hap TCP (Baumer, Brazil)

OpteMx (Exactech, FL)

OsSatura BCP (Integra Orthobiologics, CA)

ossceram nano (Bredent Medical, Germany)

Osteosynt (Einco, Brazil)

Ostilic (Stryker Orthopaedics, NJ)

ReproBone (Ceramisys, UK)

SBS 60/40 (ExpanScience, France)

Scaffdex (Scaffdex Oy, Finland)

TCH (Kasios, France)

TriOsite (Zimmer, IN)

Tribone 80 (Stryker, Europe)

BCP (Hap + a-TCP)

Skelite (Millennium Biologix, Canada)

BCP (Hap + B-TCP) / collagen

Allograft (Zimmer, IN)

Collagraft (Zimmer, IN)

BCP (Hap + B-TCP) / fibrin

TricOS (Baxter BioSurgery, France)

BCP (Hap + B-TCP) / silicon

FlexHA (Xomed, FL)

FA + BCP (Hap + p-TCP)

FtAP (Polystom, Russia)
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ANEXO B - Difractograma de DRX para los polvos M;, My, M3y M.

120 -~

100 -~

Angulo de Bragg (26)

@ - Hap
O - NaCaPO4
Q-p-TCP
¢-Ca0O

m - Ca(OH),




ANEXO C - Difractograma de DRX para los polvos Ty, T, T3y Ta.

Intensidad (a.u.)

120 -
100:
80;
60;
40;
20;

120 -

e - Hap

m - NaCaPO,
¢ -Ca Na(PO)).
* -Ca,(PO),

o - Ca(OH)2
o - CaZPZO?

Angulo de Bragg (26)




ANEXO D - Ficha cristalografica de la Hap-carbonatada.
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Name and formula

Reference code:
Mineral name:
PDF index name:
Empirical formula:

Chemical formula:

00-004-0697

Carbonate-apatite

Calcium Carbonate Phosphate Hydroxide
CaypH,026P6

Cayg (PO, , CO30H ) (OH),

Crystallographic parameters

Crystal system:
RIR:

Status, subfiles and guality

Status:
Subfiles:

Quality:
Comments

Deleted by:
General comments:

References
Primary reference:

Unknown

Marked as deleted by ICDD
Inorganic

Mineral

Blank (B)

Berry parcel August 5, 1960, for Set 12.
Reference reports hexagonal.

Prien, Frondel., Private Communication, 57, 949, (1947)

Peak list

No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 4,08000 21,765 20,0
2 3,90000 22,783 20,0
3 3,44000 25,879 80,0
4 3,18000 28,037 10,0
5 3,08000 28,967 20,0
6 2,82000 31,704 100,0
7 2,71000 33,027 90,0
8 2,62000 34,196 50,0
9 2,52000 35,598 10,0
10 2,25000 40,041 60,0
11 2,14000 42,195 10,0
12 2,06000 43,917 10,0
13 2,00000 45,306 10,0
14 1,92000 47,306 70,0
15 1,89000 48,104 30,0
16 1,83000 49,787 70,0
17 1,80000 50,674 40,0
18 1,77000 51,596 40,0
19 1,75000 52,230 40,0
20 1,64000 56,029 20,0




ANEXO E - Micromeritics ASAP 2020 Surface Area and Porosity Analyzer.
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ANEXO F - “Difractémetro X” Pert Pro-Panalytical” —X.

Fotografia del equipo de DRX.

Esquema de funcionamiento de un difractometro de rayos X
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ANEXO G - Muestras del polvo de los fosfatos de calcio de calcio obtenidos por
calcinacion a 800°C.




ANEXO H - Espectrofotémetro de fluorescencia de rayos-X por energia
dispersiva, “EDX 700 HS”

3
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ANEXO | — Microscopio electronico de barrido y energia dispersiva de rayos X
(SEM-EDS), “FEI Inspect S” del CENANO/INT
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ANEXO J - Carta de aceptacion de este trabajo para el COLAOB.

Sao Paulo, 08 de maio de 2012

Prezado Autor (a), Shirley Johanna Magali Duarte Chavez

Temos o prazer de informar que o seu resumo intitulado: DIFFERENT ROUTES FOR OBTAINING
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