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Sintesis y Analisis de Hidroxiapatita

Martha Dorelly Rodriguez B.!

RESUMEN

Se realiza un estudio sobre hidroxiapatita ceramizada,
sintetizada en Colombia, para valorar sus propiedades
fisicoquimicas, compardndola con dos productoes
norteamericanos, segin normas de la USP en relacién con
la proporcién cuantitativa de Ca/P, estructura mediante
espectroscopia infrarroja, textura mediante microscopfa
electrénica de barrido, estabilidad y determinacién de
impurezas, encontréindose que el producto en estudio posee
propiedades equivalentes con los productos de control.

INTRODUCCION

n los ultimos decenios se han empleado diferentes

biomateriales como vidrio alumina, polietileno y cerdmicas
de fosfato de calcio para la reconstruccién de defectos éseos.
Entre éstos la hidroxiapatita, HA, ha presentado resultados
satisfactorios como material de implante 6seo; sus principales
ventajas son las excelentes biocompatibilidad y bioactividad.

Las propiedades ﬁsiboquimicas de la hidroxiapatita, como
su composicién, estructura y textura, determinan su
biorresorcién.

En el método de sintesis presentado a continuacién se obtiene
una HA pura, estequiométrica, estructural y superﬁcia]niente
similar a la parte mineralizada del tejido 6seo. La HA se ha
disefiado para permitir fibrovascularizacién cuando se implanta.

El uso clinico de 1a HA consiste en la aplicaci6én sola o en
combinacién con hueso para reconstruccién de defectos éseos
craneomaxilofaciales; como implante intraorbitario en
oftalmologfa y para el recubrimiento de prétesis o implantes
de oseointegracién.

I. MATERIALES Y METODOS ANALITICOS.

Se estudia HA sintetizada, material ceramizado, en grénulos de
tamafio de particula aproximado malla 20-40?

Grupo de Control:
HA, no reabsorbible en grdnulos malla 20-40 , norteamericana’

A. DETERMINACION QUIMICA CUANTITATIVA DE CALCIO Y
F6sForo

La determinacién de Calcio, Ca, se realiza por el método de
titulacién con EDTA [2].

La determinacién de Fésforo, P, se realiza por
espectrofotometria UV, con la técnica de reduccién con 4cido
ascérbico segiin Murphy y Riley [9].

Se toman cinco muestras al azar de cada sfntesis, y se
adecuan segtin se estipula en la USP XXIII [11], se valoran
contenidos de Ca y Py se calculan las relaciones molares Ca/
P respectivas.

B. ESPECTROSCOP{A INFRARROJA.

Los espectros IR de las muestras dispersadas en KBr(1mg/
300 tableta), se obtuvieron en la regién del espectro entre 4.000
y 250 cm’!, usando un espectrofotémetro Pelkin Elmer 1750
IR-FT y 467 IR-FT.

C. DIFrACCION RAYOS X.

Los difractogramas se tomaron en difractémetro Philips,
utilizando cobre, y con un barrido entre cero y 70 grados.
D. MICROSCOPfA ELECTRONICA DE BARRIDO(SEM)

El andlisis de estructura superficial se realiza mediante
ampliacién con microscopfa electrénica de barrido.

'Quimica Farmaceutica, Universidad Nacional de Colombia
2 Colombia IMPLASTIC - HA, Madrob Farmacéutica

* HA 1: Orthomatrix, USA; HA 2: Calcitite, Calcitek, USA
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Para observacién al microscopio electr6nico se recubren
con una pelfcula de oro por el método de pulverizacién
catédica al vacfo. Se colocan las muestras en una cdmara
de vacfo que se lleva a 0,3 Torr y se establece una diferencia
de potencial de 1.600V entre el 4nodo de oro y la muestra
durante un tiempo de un minuto, a 15 mA. Se toman
microfotografias con aumento 260x 1360x y 341x a 30 KV
de energfa del haz de electrones.

E. PrUEBAS LIMITES OFICIALES USP XXIII pARA LA
DETERMINACION DE IMPUREZAS.

Segiin la metodologfa oficial descrita en 1a USP XXIII
[11,12] se cuantifica la presencia de As, metales pesados ,

pérdida por ignicién, substancias insolubles en 4cido,

substancias solubles en agua, carbonato, cloruro, sulfato,
nitrato, Bario, sal dibdsica y 6xido de calcio.

F. ENSAYO DE ESTABILIDAD ACELERADA.

Se aplicé el test de disolucién USP XXIII [11] para
tabletas, dentro de las siguientes condiciones:

Medio: Buffer pH 6,5

Volumen del medio: 100ml

rpm: 50 '

Equipo: Sistema para test de disolucién oficial USP XXII
con paletas.

Cantidad de granulado por vaso: 1 gramo exactamente
pesado.

Temperatura: 37 °C

Niémero de muestras: seis para cada material.

Tiempo: 10 meses. Al cabo de éste tiempo se analizé el
contenido de Ca disuelto por precipitacién de oxalato de
calcio, método USP XXIII.

II. SinTEsis QUiMICA.

El procedimiento se basa en la reaccién de precipitacién
en agua de sales de calcio y de fésforo en medio alcalino
segiin la ecuacién:

5Ca(NO,), +3(NH,),HPO, + 4NH,0H- Ca (OH)(PO,),
+10NH,NO,+3H,0 *

que es el método més respaldado para producir HA hasta el
momento [1].

¢ Se emplean soluciones 0,5M de Ca(NO,), 4H,0 y 0,3M
de (NH,),HPO, ajustadas respectivamente a pH entre 11

y 12 con amoniaco.

¢ Todos los reactivos son reactivos analfticos Merck y el
agua destilada libre de CO,.
¢ El reactivo limitante es el nitrato de calcio.

¢ El procedimiento sigue las etapas planteadas por Hayek
y Jarcho [1,6]: precipitacién con agitacién fuerte y a
temperatura ambiente, centrifugacién, filtracién, secado
y sinterizacién.

Con el objetivo de obtener una HA estequiométrica con
las mejores propiedades fisicoqufmicas en cuanto a
composicién, estructura y textura para su 6ptimo
desempefio como material de implante 6seo, se han
introducido dos modificaciones a los métodos descritos que
son: 1) Forma y velocidad de adici6n de las soluciones de
calcio y de fésforo y 2)La atmésfera presente.

Fijando las condiciones del proceso de sfntesis se realizan
cinco experimentos de obtencién de HA de acuerdo con el
siguiente procedimiento {10]:

La precipitacién se efectia en un reactor de vidrio de
dos bocas adaptadas para cargar las soluciones previamente
estandarizadas de calcio y de fésforo. El reactor contiene
agua ajustada a pH a 11-12 con amoniaco, en agitacién
magnética. En éstas condiciones se inicia la adicién
simultanea de las soluciones reactantes. Todo el sistema de
sintesis debe estar aislado dentro de una c4dmara de atmésfera
controlada saturada con gas nitrégeno . Las dem4s etapas
del proceso de sintesis siguen lo descrito en el método
referenciado.

III. RESULTADOS.
A.COMPOSICION,
La forma y la velocidad de adicién de las soluciones de
calcio y de f6sforo, influyen en la relacién molar Ca/P de la

HA, véase en el cuadro 1.

CUADRO 1. CONDICIONES FJADAS EN CADA EXPERIMENTO DE SINTESIS PARA
OBTENER HIDROXIAPATITA

1 2 3 4 h]
me de Ca(NOs) 4H0 0,500 0,386 0,643 0,500 0,500 |
[Mﬁdem&hm 0,282 0210 | 0207 0282 | 0282
vw: c:ﬁ::h ,,.:. los reactivos 22 30 4,0 12,0 120
Sotucida de Fosfato. (mi fmin) 22 30 35 120 120
Sinterizacién °C/ 1 hora 800 1.100 1.100 1100 { 1100 |
Atmésfera Ni) Normal | Normal N;
JJReiaciéa CaP L5440,18 | 1.58+0,02 | 1.66+0.02 | 1.67+001 | 1.67+001
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Figura 2. Espectro IR de hidroxiapatita calcinada a 800 y 1.100°C.Sintesis 5,[Pelkin Elmer 467 I.R.-FT.}

B.EspEcTrO IR. ESTRUCTURA.
C. DIFRACCION DE RAYOS X.
Aparecen las bandas caracteristicas de los grupos componentes
de la molécula (veénse figuras 1y 2) Los picos principales encontrados en el difractograma
(Vease Figura 3) son: 2,87 A°, 2,60 A°y 2,07 A°.
1. Vibracién a 3570 cm, tipica del grupo OH, para diferenciarla
de otros fosfatos de calcio y considerarla como apatita.

9 (HYDROXYLAPATITE]
2. Estiramiento intenso y ancho entre 1.000y 1.150 cm™, tipico del ?1&? | Semle: HYAL File HYALSH e

fosfato de apatita. A diferencia de otros fosfatos (banda mas

: ]
aguda que se explica por la presencia del grupo OH ). :’:
3. Banda caracteristica del grupo O-P-O, entre 550 y 600 cm del 0431
grupo fosfato. 0%
0.5
4. Ausencia de bandas en Ia regién 1.420-6 cm” perteneciente a " |
carbonato. 0.09
0.04 4

5.El1R del producto sometido a 800-900 °C, presenta banda mas %1
aguda en laregién 1.000-1.150 cm™ y similara la de los1 fosfatos 0.0
normales y puede incluir bandas en la zona 1.420-6 cm  de CO3
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Figura 3 Difractograma de Rayos X de hidroxiapatita no reabsosrbible,
sintesis 5 Difractometro de rayos x Philips. Picos principales:2,87 A° 2,60
A’y 2,07 A°.

D. MICROSCOPIA ELECTRONICA: TEXTURA.

En las microfotografias SEM de las figuras4 y 5 se observa
la unidad cristalina de la apatita, y su correspondencia con la
del producto sinterizado a 1.100°C, cuya superficie se ve
formada por agregados cristalinos grandes (1.000A en
promedio), densos y homogéneos, tipicos de un material
ceramico.

Comparando la SEM se ve la similitud de la microestructura
del hueso (Vease figura 7) y el producto ceramico ( Veése
figura 8).

El producto a 900°C, muestra estructura superficial
microporosa, con granulos de menor tamaifio (200 A en
promedio) (Vease figura 6).

Figura 4. Microfotografia de barrido electrénico SEM 1.000X donde se
identifica el cristal de la apatita [14]
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Figura 5. Microfotografia de barrido electrénico SEM, 5000X, 30KV de

hidroxiapatita sintesis 5

iOpm300 U "

Figura.7. Microfotografia de barrido electrénico SEM, 5450X,30KV, de

hueso condilar humano. (Cortresia del Dr. Luis Alberto Campos)
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Blun3BR kY

Figura 8. Microfotografia Sintesis 5 SEM, 680X,30KV, de Hidroxiapatita
no reabsorbible

Figura 9. Microfotografia de barrido electrénico SEM, 1360X, 30KV,de
de hidroxiapatita no reabsorbible; sintesis 5.
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Figura.10 . Microfotografia de barrido electr6nico,SEM 341X,30KV, de
hidroxiapatita no reabsorbible, sintesis 5

E. DENSIDAD VERDADERA.

Se determiné una densidad de 3,1 g/cm? de acuerdo con las
normas ASTM para HA.

F. DETERMINACION DE IMPUREZAS O ENSAYOS LIMITES OFICIALES
USP XXIII.

Las especies determinadas segtin la USP, reportan resultados
inferiores a los limites establecidos(cuadro 2), indicando que
no hay impurezas.

Cuapro 2. PrueBas LiMITES OFICIALES USP XXIII PARA HIDROXIAPATITA,
EFECTUADAS AL PRODUCTO DE HA OBTENIDO.

Resultado Condlusién.
Pérdida por ignicién 8% 0,005% Cumple |
S ias insolubles en icido 0,2% Solubiliza en HCI 3N Cllﬂlnl&
014% Turbidez inferior al patrén
Sulfato 03% Turbidez inferior al patrén Cumple
ﬁmﬁm’po mm C ido inferior al patrén ()]!mnl!
Metales pesados 0,003% Contenido inferior al patrén y mucho | Cumple.
Denorguecncl onior,

G. ESTABILIDAD ACELERADA.

En todas las muestras analizadas la prueba de calcio es
negativa.(Vedse cuadro 3)

CUADRO 3. RESULTADOS DEL ESTUDIO COMPARATIVO DE ESTABILIDAD
ACELERADA DE LA HIDROXIAPATITA NO REABSORBIBLE OBTENIDA SEGUN LA
siNTesis 5,versus HAly HAZ2.

Iﬁnﬂm_ IMes2 |Mes3 |Mes4 {Mes S [Mes6 |Mes7 [Mes8 | Mes9 {Mes 10|

e O T S S S N N B

Pruebas Cualitativas de Calcio, 10 meses, 37°C, pH 6,5

IV. DiscusioN

A.CoMPOSICION.
1. ADICION DE LOS REACTIVOS.

Cuando las especies se adicionan a tasas aproximadamente
iguales y a un mismo tiempo(12ml/min), la composicién de

HA obtenida se favorece, lo que permite aceptar que se optimiza
la composicién de la relacién molar Ca/P=1,67.

2. ATMOSFERA INERTE.

La ausencia de bandas caracteristicas de CO,", en los

-productos obtenidos en las sintesis 4 y 5( figuras 1 y 2),

demuestra la importancia de evitar la presencia de aire
ambiental durante el proceso de sintesis, constituyendo una
condici6n sine qua non para obtener HA estequiométrica libre
de carbonato.
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3. TEMPERATURA

El efecto de la temperatura en las propiedades
fisicoquimicas del producto se logra al someterlo entre 1.000
y 1.100°C, pues se pierde agua y carbonato y se produce un
material cerdmico denso,equivalente a una oxihidroxiapatita
con un Kps de 1x10"""M.(HA estequiométrica) [1]. (véase

figura 8).

Cuando el sélido precipitado recibe un tratamiento
térmico entre 800 y 900°C no logra propiedades
biocerdmicas y se observa microporoso, con propiedades
fisicoquimicas de una hidroxiapatita calciodeficiente con
un Kps de 1x 10%M [1](véase figura.6).

El proceso de sinterizacién permite la produccién de una
HA que por ser una porcelana es de consistencia dura, con
una constante de solubilidad de 1x10"''""M (=0) y se puede
definir como no reabsorbible cuando se implanta en los tejidos
del cuerpo. Esta es la molécula de HA pura, estequiométrica
cuya relacién Ca/P=1,67, su espectro IR da las bandas OH- a
3.570 cm muy aguda y del fosfato apatitico a 1.000-1.100
cm’, ancha y su microestructura es cristalina y organizada en
grdnulos grandes como corresponde a un material
cerdmico.(véanse figuras 8 y 9)

Al someter el s6lido precipitado a una temperatura de 800°C,
no se logran propiedades cerdmicas, el producto es menos
resistente y puede acomodar agua y/o carbonato en su molécula
segtn lo aclaran los espectros de las figuras 2 y 6. En éste caso
el producto es mds soluble (Kps 1x10%*M), comparable a una
hidroxiapatita calciodeficiente Ca (HPO,)(PO )s OH, cuya
relacién Ca/P es 1,50.

4. PUREZA

De acuerdo al difractograma de la Figura 10, se puede
establecer la pureza del material obtenido en la sfntesis 5. Los
picos principales observados son caracteristicos del cristal de
la hidroxiapatita, por lo que se identifica el producto como tal.
Con las sfintesis 1 y 2, se observan picos de beta whithlockita
en una proporci6én aproximada del 30%.

B. PATRONES

Se tomaron como patrones dos productos norteamericanos
empleados exitosamente en la clinica para la reconstruccién
de defectos 6seos, a los cuales se les analizaron las propiedades
fisicoqufmicas de composicién, estructura y textura por los
métodos descritos en éste estudio.

Considerando los resultados obtenidos en los anélisis
fisicoqufmicos de éstos tres productos se puede afirmar:

1.La relacién Ca/P=1,67 es igual en los tres casos, lo que
significa composicién quimica similar o equivalente.(véase
cuadro 4)

CUADRO 4. ESTUDIO COMPARATIVO DE COMPOSICION. RELACION MOLAR Ca/P:
HA ostenmA Versus HA1 v HA2.

(MmolCa  |MmolP |
1 0,677 0,406
HA2 0,678 0,406
i 0,678 0,405 1,674+ 0,002
17 ||

2.En los espectros IR de las Figuras 11 y 1 se aprecian los
grupos presentes en la molécula Ca, (OH) (PO,),: OH,0.P.0,
P=0, destacédndose en los tres productos el estiramiento
agudo a 3.570 cm™! correspondiente al OH"y la banda ancha
a 1.000 cm™! correspondiente al fosfato apatitico, indicando
que la estructura quimica es igual en los tres productos.

Figura 11.Espectro IR de los productos control de USA:(HA1 y HA2)
3.La SEM permite observar en todos los casos una unidad

cristalina caracteristica de la hidroxiapatita, indicando que son

productos puros y equivalentes. (véanse figuras 12, 13, 14).

Figura 12. Microfotograffa de barrido electrénico SEM 680X,30KV,del
Producto control HA1
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4.De acuerdo a los resultados de estudio de estabilidad
acelerada pueden caracterizarse los tres productos como no
reabsorbibles.

Figura 13. Microfotografia de barrido electrénico SEM,680X,30KV,
producto control HA2

Figura 14.Microfotografia de barrido electrénico SEM, 680X, 30KV,de
hidroxiapatita no reabsorbible, sintesis 5

AGRADECIMIENTOS

El autor expresa sus agradecimientos al Dr. Fabio
Cérdoba por su valioso aporte en la investigacién quimica
y al Dr. Luis Alberto Campos por su generosa
contribucién en la investigacién clinica del producto.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los andlisis fisicoquimicos realizados, el
producto en estudio IMPLASTIC-HA:

1.Es HA pura.

2.Posee propiedades fisicoquimicas que le permiten ser
utilizado como material de implante 6seo.

3.Es equivalente a los productos de fabricaci6n norteamericana
usados como controles.

4.Con base en éstos andlisis se puede inferir que el método de
sintesis empleado da lugar a un producto identificado como

10.

11

12.

13.

14.

hidroxiapatita pura , estequiométrica y con propiedades de
superficie y estructura idéneas como material de implante
6seo en forma reabsorbilble o no reabsorbible.
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