REVISION BIBLIOGRAFICA

HIDROXIAPATITA: SINTESIS Y CARACTERIZACION.
HYDROXYAPATITE: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION.

ODYE  AQUINO-GUERRAA.', LINARES C.F?

"2Unidad de Sintesis de Materiales y Metales de Transicién. Facultad de Ciencias y Tecnologia. Universidad de
Carabobo. Venezuela.

'Odontélogo Facultad de Odontologia. Universidad de Carabobo-Venezuela.

Residente Doctorado en Quimica Tecnolégica. Facultad de Ciencias y Tecnologia. Universidad de Carabobo.

Correspondencia: anadelazailith@gmail.com

Volumen 9. M

Numero 3.
Septiembre - Diciembre 2020
En las ciencias biomédicas, la hidroxiapatita sintética ha exhibido relevantes propiedades de bio-
actividad y biocompatibilidad tisular, al unirse quimicamente al tejido 6seo particularmente, lo cual
la convierte en un material con resultados prometedores al imitar con éxito los sistemas biol6gicos,
asi mismo se ha demostrado que contribuyen con la prevencion de enfermedades de los tejidos
dentales y periodontales. Esta revision se basa en las ventajas y desventajas que ofrecen diversos
tipos de sintesis mas comunes de hidroxiapatitas, su caracterizacion y algunas de las aplicaciones
mas empleadas en las ciencias de la salud. Se evidencia que la variabilidad termodinamica de la
hidroxiapatita permite implementar diversos métodos de sintesis, los cuales presentan limitaciones
y alcances inherentes a la técnica, cuyos parametros como: pH, la temperatura, tipos de reactivos y
presion, entre otros, repercuten en las propiedades y caracteristicas del producto final.
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ABSTRACT

In biomedical sciences, synthetic hydroxyapatite has exhibited relevant properties of tissue bioac-
tivity and biocompatibility, by chemically binding to specific bone tissue, which is the conversion
into a material with promising results by successfully mimicking biological systems, and has also
been affected problems with the prevention of diseases of dental and periodontal tissues. This
review is based on the advantages and disadvantages offered by various types of most common
synthesis of hydroxyapatites, their characterization and some of the most widely used applications
in the health sciences. It is evident that the thermodynamic variability of hydroxyapatite allows the
implementation of various synthesis methods, the specific limits and scopes inherent to the tech-
nique, our parameters such as: pH, temperature, types of reagents and pressure, among others,
impact on the properties and characteristics of the final product.
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Hidroxiapatita: Sintesis y caracterizacion.

INTRODUCCION

La hidroxiapatita (Hap), un fosfato de calcio bioceramico, de for-
mula estequiométrica (Ca, [PO,]J,[OH], ) y una relacion Ca/P de
1,67 2, forma parte de la fraccion inorganica mas importante
de los huesos de los vertebrados; y es el principal componen-
te inorganico del esmalte y constituye con mas del 60% en la
dentina *4°, La Hap se puede obtener de manera sintética, exhi-
biendo atractivas propiedades fisicoquimicas y mecanicas tales
como: cristalinidad, pureza, densidad, morfologia, porosidad y
microestructura 7, con lo que se ha convertido en una alternativa
de gran interés en las ciencias de la salud, debido a su biocom-
patibilidad y similitud con la Hap natural.

Varias técnicas ha sido utilizadas para su sintesis, dentro de las
cuales vale la pena mencionar: precipitaciéon (via humeda), sol-
gel, hidrotermal y sinterizacién en estado sdlido entre otras &°'°,
siendo éstas por diversos métodos fisicoquimicos tales como:
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), di-
fraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido
(MEB) y microscopia electrénica de transmision.

La presente revision tiene como objetivo presentar los métodos
de sintesis y caracterizacién de Hap mas usuales en la actuali-
dad considerando sus ventajas y desventajas, caracterizacion, y
aplicaciones biomédicas del producto resultante.

METODO DE SINTESIS DE
HIDROXIAPATITA

Precipitacion via hiumeda

Este método implica reacciones humedas entre precursores de
calcio y fosforo controlando el pH, la temperatura de reaccioén
y tiempo de agitacion 4. El procedimiento mas adecuado impli-
ca la reaccion entre hidréxido de calcio, Ca(OH), y acido fosfo-
rico H,PO, como fuentes de calcio y fésforo respectivamente
81112131415 Para ajustar el pH de la reaccion se utiliza hidréxido de
amonio . Comunmente se procede a partir de una suspensiéon
0,5 M de Ca(OH), agregandole lentamente gotas de una disolu-
cion 0,3 M de H,PO, bajo agitacion constante para obtener una
suspension de nanocristales de Hap 0,05 M.™® La reaccién usual
es la siguiente:

10Ca(OH),+ 6H,PO, > Ca,(PO,),(OH),+ 18H,0"

El precipitado se calcina entre 400 y 600 °C o incluso a tempera-
turas mas altas para obtener una estructura estequiométrica de
apatita 48", La forma geométrica, tamano y superficie especifica
de las nanoparticulas de Hap dependen, en gran medida, de la
temperatura a la cual transcurre la reaccion y de la velocidad de
adicion de los reactivos “'®. Esta técnica permite la obtencion de
grandes cantidades de sélido fino de Hap, con alto rendimiento,
simplicidad y bajo costo a diferencia de otros métodos 8.

Método de Sol-gel

El método sol-gel emplea precursores moleculares que mediante
una serie de reacciones de hidrdlisis y condensacion conducen
a la formacién de particulas de alta pureza y mas homogéneas

25 Volumen 9. Nimero 3. Septiembre - Diciembre 2020

debido a la posibilidad de un control estricto de los parametros
del proceso. Generalmente el precursor es un compuesto meta-
lico organico como los alcéxidos o una sal metdlica inorganica,
como nitratos y cloruros'®?2. Este método puede efectuarse por
dos rutas: alcoxido de metal coloidal y polimérico.

La ruta del alcéxido de metal coloidal es la mas utilizada, en la
cual el disolvente puede ser alcohol o agua y los productos resul-
tantes son coloides en medio acuoso. Diversos son los materia-
les utilizados como fuentes de calcio y fosforo, entre los cuales
se puede menciona al nitrato de calcio y el 6xido de fésforo P,O,
721 El sol se prepara colocando a reflujo disoluciones de nitrato
de calcio tetrahidratado Ca(NO,),4H,O y pentoxido de fosforo
P,O, en etanol:

10Ca(NO,),4H,0 + 3P,0, > Ca,,(PO,),(OH),+ 20HNO,+ 29H,0 @

Este método permite a los precursores pre-reaccionar debido a
la reactividad que poseen las especies de fésforo en disolucion
etandlica. La temperatura de secado suele ser 150°C y los trata-
mientos térmicos se llevan a cabo en atmdsfera de aire a 500°C 2.

Las ventajas del método radican en la obtencién de micro y na-
noparticulas de Hap; asimismo, permite la preparacion de reves-
timientos de Hap sobre sustratos metdlicos 72?7, Por otra parte
permite controlar las dimensiones del poro, parametro conse-
cuente con la bioactividad del producto 8. La desventaja pri-
mordial es el alto costo de los precursores a base de alcoxido,
control minucioso de los procesos y el tiempo de procesamiento
prolongado %°.

Método hidrotérmico

Este procedimiento pertenece al tipo de sintesis via himeda, dis-
tinguido frecuentemente por la reaccion térmica y presion ele-
vada de una solucion acuosa. Tipicamente se emplean tempe-
raturas de 350-400°C durante 4-10 horas en presencia de agua,
a un pH de 7,3 y presién de 24 MPa ®° controlada mediante el
volumen de llenado un autoclave. Los precursores comunmente
empleados en esta via para la obtencién de Hap, son nitrato de
calcio y fosfato acido de amonio La reaccién se realiza de la
siguiente manera:

10Ca(NO,),4H,0+6(NH,)H,PO,+14NH,OH
>Ca,,(PO,),(OH),+20NH,NO,+52H,0 ©2

Es una de las rutas mas utilizadas que permite obtener Hap este-
quiométrica, donde las variables mas significativas a considerar
son la temperatura y el tiempo %2. La sintesis por el medio hidro-
termal permite obtener particulas nanométricas con morfologia
independientes del tiempo del proceso .

Resulta en un método costoso ya que requiere de equipos es-
pecializados para aumentar la temperatura y presion durante el
procedimiento, ademas resulta dificil controlar el tamafio y mor-
fologia de las particulas. La sintesis hidrotermal se realiza usual-
mente a presién autégena (T>100°C y 1 Bar) *. La temperatura
resulta fundamental ya que se ha demostrado que a elevadas
temperatura en el proceso hidrotérmico, se eleva la cristalinidad
y aumenta el tamafio de cristalito 35,
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Sinterizacion en estado sélido

Conocido también como via seca o ceramico; implica la com-
pactacion de los reactivos solidos con cantidades apropiadas de
iones Ca* y PO,* y el posterior sometimiento de esta mezcla a
altas temperaturas de calentamiento con intervalos entre 900 y
1300 °C, debido a la alta energia de activaciéon que necesitan las
preparaciones de los reactivos en forma de polvo fino; el vapor
de agua se usa como fuente de grupos OH 273839 | os precur-
sores comunmente empleados para la sintesis de Hap estequio-
métrica son CaCO, y CaHPO,-2H,0 o su forma anhidra CaHPO,
de acuerdo a la siguiente reaccion:

4CaCO0,+6CaHPO,-2H,0-Ca, (PO,) (OH),+4CO, + 14H,009

Este método garantiza la formacion de Hap estequiométrica,
pero exige altas temperaturas y tiempo, por otra parte el produc-
to resultante frecuentemente tiene baja homogeneidad “°.

La sinterizacion de Hap es una reaccién quimica irreversible rea-
lizada a partir de los precursores y densificacion de los polvos,
donde se produce una disminucion de la energia libre relacio-
nada con la superficie de las particulas, la presién y la tempe-
ratura. Durante el proceso, ocurren varias modificaciones sobre
la muestra; tales como: reduccion del diametro, del volumen de
la muestra y variacion de las propiedades mecanicas. La dismi-
nucion del volumen es consecuente con la densificacién de la
muestra durante la sinterizacién, lo que determina su porosidad
%7, La ventaja de esta via de reaccion, es la eliminacién de la cal-
cinacién en la formacion de sélidos.

CARACTERIZACION DE
HIDROXIAPATITA

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
Una Hap tipica presenta espectros caracteristicos (Fig.1). Una
banda estrecha y corta a 3566 cm™ compatible con el estira-
miento (stretching) correspondientes a grupos hidroxilo OH-, que
la diferencian de otros fosfatos de calcio y se le identifica como
apatita. Bandas en laregion, 1.032, 1.040, =1.087, 1.092 cm™, atri-
buible al estiramiento (stretching) grupos fosfato PO,*, tres ban-
das en la region entre 500 cm™ y 570 cm™ correspondientes a la
flexion (bending) en grupos fosfato grupos fosfato PO,*; bandas
de vibracion combinadas (overtone) poco intensas, del estira-
miento del enlace O-H a 2,924 cm™ y 2.845 cm™ y varias bandas
poco intensas alrededor de 2.070 cm™, resultantes de vibracio-
nes combinadas (overtone) del enlace P-O en grupos fosfato y si
las muestras contienen grupos carbonatos CO,* los espectros
aparecen entre (870, 1420 y 1480) cm™ y en algunos procesos
puede exhibir dos bandas, una ancha a 3434 cm™ y otra a 1639
cm™ si existe H,0 adsorbida sobre la Hap 289414243,

Difraccion de rayos X (DRX).

Una herramienta valiosa empleada en la caracterizacion de mine-
rales mediante su la estructura cristalina. Permite indirectamente
estimar la composicion de la muestra analizada con una buena
aproximacion del contenido en elementos predominantes.

Los difractogramas de una Hap tipica (Fig.2) muestran que el
pico principal y con la mayor intensidad se encuentra a 20 =
31,70°, acompanado por tres picos cercanos; 20 = 32,20° de me-
nor intensidad del anterior; 26 = 32,90° de casi igual intensidad
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al anterior y un pico a 20 = 34,22°, mas pequefio que los tres
anteriores (correspondiente a los planos (211), (112), (300) y (202)
respectivamente). Tal secuencia de cuatro pico de intensidades
relativas, son caracteristicos de la Hap al igual que los picos de
menor intensidad que también esté{]gjpyg%em% (de acuerdo a
ficha técnica ICCD-JCPDS 9-0432) . La norma ISO
13779-3 establece que la Hap es identificable por los picos 202,

210y 211, que corresponden a 34,28 y 31 en 20 .
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Fig 2.- Espectro de Reyos X del polvo de hidroxiapatita pura sintetizada
por el método de precipitacion cla himeda. (45)

Microscopia electronica de barrido (MEB)

La Hap observada en MEB, exhibe una estructura laminar, pris-
matica; puede tener varios tamafos; las particulas presentan una
distribucion cristalina hexagonal claramente definida, aglomera-
das entre ellas *¢, mediante MEB se ha demostrado que el mé-
todo de sintesis para Hap influye no solo en el crecimiento, sino
también en la forma de los granos al final del proceso. (Fig.3)

En el caso de sintesis por precipitacion humeda donde se em-
plea como precursores Ca(NO,),4H,0, (NH,)2HPO, y NH,OH en
un sistema a 90 °C y agitacion constante durante 1 hora; las ima-
genes obtenidas por MEB muestran morfologias y tamafios de
grano de tipo globular, cristales bien definidos entre 1 y 3mm 748,
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Hidroxiapatita: Sintesis y caracterizacion.

En el caso de sintesis por método sol-gel, empleando como pre-
cursores P,0O,; Ca(NO,),4H,0 y Etanol para preparar dos com-
puestos HAG 1 y HAG 2, diferenciados por tiempo de madura-
cién en gel, primera variante codificada (a) a 60 °C, el segundo
codificado (b) a temperatura ambiente de 20 °C. Las imagenes
de MEB para polvos HAG2a y HAG2b muestran que las unidades
estructurales presentan una forma esférica y un tamafo relativa-
mente homogéneo, asi como microestructuras nanométricas con
dimensiones cristalinas en el intervalo de 35 y 50 nm. Las mues-
tras exhiben una macroporosidad compacta, bien densificada y
presente (250-400nm). Los materiales son fuertemente aglome-
rados debido a la alta reactividad de distribucion homogénea de
las particulas pequefias .

Microscopia electréonica de transmision (MET)

El método de sintesis de la Hap determina el crecimiento y la
forma de las particulas obtenidas. Mediante el método hidroter-
mal, empleando CaCO, y CaHPO, como precursores de la re-
accion, se observa el crecimiento de haces de fibras de 800 nm
de longitud y 160 nm de diametro, y se puede visualizar la tipica
estructura hexagonal de la Hap *°. Los patrones de difraccién de
electrones que corresponden a fibras de Hap ocurren en [0001]
y en [1210]. (Fig.4, a-d).
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.- a) Manojos de fibras de 15 mm de longitud vy 1-2 mm de diametro.
uetes de fibras de 17-32. de longitud vy aproximadamente 2-6 mm

de diametro. (49)

[1210] [0001]

Fig 4.- Imagen MET de fibras obtenidas en condiciones estequiométricas

después de 20 h de reaccion, (49)

APLICACIONES BIOMEDICAS DE LA
HIDROXIAPATITA SINTETICA.

En las ciencias biomédicas la Hap sintética es de gran interés ya
que puede usarse como biomaterial para aplicaciones 6seas de-
bido a su superficie bioactiva %52, Estudios reportan con éxito
el uso de la misma como material de relleno 6seo en la coloca-
cion de implantes dentales 2 y como recubrimiento de implantes,
por su excelente bioactividad, osteoinduccién y osteoconduc-
tividad 8. En la cirugia bucal y maxilofacial, particularmente en
zonas con bajo potencial regenerativo, como es el caso del seno
maxilar, se ha utilizado Hap sintética para estimular la adhesién
y proliferacion celular y optimizar el funcionamiento clinico 5. Es
bien reconocido que la Hap mejora la diferenciacion celular, la
migracion y la proliferacion en el tejido éseo recién formado 5. El
funcionamiento regenerativo de la Hap en los tejidos depende de
varios parametros mecanicos, estructurales, morfoloégicos, qui-
micos y biolégicos®.

En relacion a la hipersensibilidad dentinaria se ha investigado la
infiltracion de Hap en tubulos dentinarios como tratamiento de la
misma con resultados positivos en la reduccion de la sintomato-
logia "%, Por otra parte se reporta la adicion de Hap en la prepa-
racion de materiales compuestos de relleno, experimentales, de
uso odontoloégico que demuestran mejoras en las propiedades
de resistencia a la desmineralizacién del esmalte, proporcionales
a la cantidad de aditivo *. Asi mismo estudios indican el uso
de la Hap sintética como compuesto de productos de higiene
bucal, obteniendo resultados favorables %%°. De esta manera se
ha incorporado Hap sintética en pastas dentales sin flior con el
fin de lograr la remineralizacion y reparacién del esmalte, con
resultados que demuestran ser una excelente alternativa en la
prevencion de caries dental en denticion primaria al crear un re-
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cubrimiento de nanoparticulas microestructuradas de Hap que
reproduce la estructura y la morfologia de la hidroxiapatita bio-
l6gica del esmalte 8. Asi mismo se ha utilizado nanocristales de
Hap en enjuagues bucales, siendo eficaz en la disminucién del
biofilm y la gingivitis, exhibiendo por otra parte efectos reminera-
lizantes en caries dental incipiente %°. En cuanto a la aplicacion de
Hap al medio odontogénico, hallazgos in vitro demuestran que la
nanohidroxiapatita promueve la diferenciacion odontogénica de
células madre de pulpa dental, evidenciando un aumento de la
expresion de gran parte de los genes odontogénicos, pudiendo
ser Util en el disefio de tratamientos regenerativos para la dentina®°.

CONCLUSIONES

El método de sintesis de Hap se debe elegir en relacion a la apli-
cacion que se le dara a la misma. Las diferentes rutas son posi-
bles gracias a la diversidad termoquimica de la Hap, donde cada
via presenta ventajas y desventajas propias de la técnica, en las
cuales parametros significativos como pH, temperatura, tiempo,
presion, reactivos, entre otros, son variables determinantes en
las caracteristicas deseadas del solido resultante. Cada método
genera variabilidad en cuanto a la cristalinidad, solubilidad, pro-
porcién Ca/P, tamafo y forma de las particulas. Por otra parte
es necesaria la valoracién de la simplicidad y costos derivados
de los equipos y reactivos empleados son al momento de se-
leccionar el método. Las técnicas de caracterizacion como la
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
difraccion de rayos X permiten una identificacién precisa de la
hidroxiapatita sintética, mediante la interpretacién de espectros
y bandas tipicas; por su parte la microscopia electrénica de ba-
rrido proporciona imagenes que tienen variabilidad de tamafo,
forma y porosidad dependientes de los método de sintesis.

De manera positiva son numerosas las aplicaciones que se le
puede procurar a la hidroxiapatita sintética; particularmente en
las ciencias biomédicas, en la regeneracion y reparacién de te-
jidos éseos y dentarios dadas sus caracteristicas de osteoin-
duccién, osteoconduccién y osteointegracién. Su capacidad de
mineralizacién del hueso, esmalte y dentina son beneficios pro-
metedores en el area de la odontologia, tanto en la prevencion
como el tratamiento de patologias bucodentarias.

Se deben proponer mas estudios que permitan discernir sobre
las propiedades y caracteristicas necesarias para su empleo exi-
toso en el andamiaje del crecimiento celular de la matriz ostegé-
nica y su acciéon en las estructuras dentarias, con fines regene-
rativos y reparativos.
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