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Abreviaturas
A: Angstroms.
Cte.: Constante

BET: S.Brunauer. P. Emmett y E. Teller es la isoterma mas usada para analizar la
adsorcion en multicapas.

BJH: Barrett-Joyner-Hallenda método matematico que muestra la distribucion de tamafio
de poro de un adsorbente.

DSC: Calorimetria diferencial de barrido.

DRX: Difraccion de rayos X.

F-TIR: Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier.

HAh: Hidroxiapatita encontrada en la matriz inorganica del hueso.

HAs: Hidroxiapatita sintética o comercial.

Hs: Hidroxiapatita sintetizada en el presente trabajo, por método de precipitacion.
MEB: Microscopia electrénica de Barrido.

PTH: Hormona paratiroidea o parathormona.

TGA: Analisis termogravimétrico.



1. RESUMEN

La hidroxiapatita sintética (HAs) es un biomaterial muy usado en diversas
aplicaciones en medicina. Una de las rutas mas econdmicas y de mayor aplicacion
industrial para la sintesis de este material es la precipitacion. En el presente trabajo se
sintetizd hidroxiapatita (Hs) mediante la ruta de precipitacion, utilizando como precursores
oxido de calcio, acido fosforico, agua desionizada e hidréxido de amonio. Para incrementar
la pureza de la biocerdmica sintetizada se requirio someterla a tratamientos térmicos, los
cuales fueron decididos en base a un analisis por TGA y DSC, teniendo como resultado que
a 200, 650 y 750°C, por otro lado para determinar si la Hs era éptima para el dopaje con
calcitriol, se tom6 una muestra luego del primer tratamiento y fue analizada por Isotermas
de adsorcién para conocer el diametro de sus poros, obteniéndose un didmetro promedio de
26.08 nm , que corresponde a un adsorbente de tipo mesoporoso, considerando esto, se
tomaron 2g de Hs después de cada tratamiento y se dopo con 0.4 mL de calcitriol,
finalmente fueron evaluadas las 6 muestras de la Hs inicialmente sintetizada; 2 por cada
tratamiento una con Hs sin dopar y la otra después del dopaje, se caracterizaron por: DRX,
FT-IR, y MEB. Mediante la caracterizacion de las muestras tratadas a diferentes
temperaturas con y sin calcitriol, se concluye que el método de precipitacion permite
sintetizar este material con un alto rendimiento. Se confirmd que la molécula de calcitriol

se incorpord en los cristales de Hs.




2. INTRODUCCION
(Aspectos histdricos, cientificos y sociales)

El hueso es un tejido conectivo mineralizado, de composicion heterogénea y
estructura compleja, dindmico y vascularizado, en el que se pueden diferenciar los
siguientes componentes, una matriz organica constituida mayoritariamente por colageno
que le otorga una fuerza tensil, una matriz inorganica formada fundamentalmente por
cristales de calcio y fosfato, y el componente celular que representa el 2% de la materia

orgéanica del hueso.

La matriz organica representa del 30 al 35% del volumen total del hueso. Esta constituida
mayoritariamente por colageno 95%. El restante 5% esta formado por la denominada
sustancia fundamental, que contiene liquido extracelular y proteinas 6seas no colagenas,
sintetizadas por osteoblastos. Entre éstas, se encuentran: glicoproteinas, proteoglicanos,
proteinas con 4&cido gama-carboxiglutamico, factores de crecimiento y proteinas

morfogénicas del hueso .

La matriz inorganica (mineral) representa del 65 al 70% del volumen total del hueso. Esta
formada mayoritariamente por sales de calcio y fosfato, organizadas en forma de cristales
de fosfatos béasico de calcio e hidroxiapatita (Cai;o(PO4)s(OH),) y ademéas pueden

encontrarse en baja proporcion iones como magnesio, sodio, potasio entre otros.

Esta matriz sea ademas de proporcionar el soporte estructural, movimiento, sostén y de
proteger los 6rganos internos, representa el principal reservorio de los siguientes minerales
en el organismo, constituyendo el 99% del calcio el 80% del fosfato y el 35% del magnesio

del contenido total del cuerpo @.

Con respecto a la matriz inorganica del hueso, la
hidroxiapatita (HAh) mostrada en la figura 1, es el
principal componente y constituye casi la totalidad de la
porcion mineral; en los vertebrados, también la
encontramos en la dentina y el esmalte dental, en forma

de sal ©. La HAh normaliza a través del calcio sérico el

nivel de parathormona, lo que a su vez favorece Una s 1 cristi e Hidroxiapatita (HAW), las tres moléculas de fosfato
de calcio se encuentran unidas a una molécula de hidréxido de calcio
por fuerzas intermoleculares. (Calcio- color blanco, Fosforo-rosa,
Oxigeno- rojo, Hidrégeno- verde. Hidroxilos-morado.)




reduccion de la resorcién Osea y al mismo tiempo provee al esqueleto de las sustancias

minerales necesarias, especialmente calcio y fésforo .

2.1 La HAh en la calcificacion 6sea: La mayor parte del hueso se forma a partir de una
base de cartilago (véase figura 2) que se calcifica y después se osifica para formar hueso
verdadero. En la fase inicial de formacion del hueso se da la secrecion de moléculas de
colageno (llamadas monomeros de colageno) y de sustancia fundamental (principalmente
proteoglicanos) por los osteoblastos. Los mondmeros se polimerizan rapidamente y forman
las fibras de colageno, el tejido resultante se convierte en "osteoide” material parecido al
cartilago pero que difiere de este porque precipitan en él las sales de calcio. A medida que
se forma el osteoide algunos osteoblastos quedan atrapados en el mismo y entonces se
Ilaman osteocitos. Pocos dias después en el osteoide se empiezan a precipitar las sales de
calcio sobre las fibras colagenas, hasta formar los cristales de HAh. Las sales de calcio que
se depositan primero, no son cristales de HAh, sino compuestos amorfos probablemente
una mezcla de sales y después de un proceso de sustitucién, adicién de atomos, resorcion y
nueva precipitacion, estas sales se convierten en cristales de HAh en un periodo de semanas
0 meses. Un pequefio porcentaje de sales sigue en forma amorfa y estas son las que pueden
absorberse rapidamente cuanto existe una necesidad adicional de calcio en el liquido

extracelular.

— Fibra de coldgeno

~———+— Osteoblasto

— Osteocito

Y .
. N Matriz ésea recién calcificada

Fig.2 Calcificacion del cartilago.

Cada fibra de colageno del hueso compacto estd compuesta por segmentos que se
repiten con una periodicidad de 640 A en toda su longitud. Los cristales de HAh reposan

sobre cada segmento de la fibra y estan estrechamente ligados a ella. Los segmentos de las




fibras de colageno se superponen entre si, lo que hace que los cristales de HAh se
dispongan como ladrillos en una pared. Cada cristal es de unos de 400 A de largo, 10 a 3 A
de espesor y 100 A de ancho. La relacion relativa entre el calcio y el fosforo puede variar
notablemente segun las diferentes condiciones nutricionales, siendo la relacion potencial
Ca/P de 1.667. En las sales Oseas también existen iones de magnesio, sodio, potasio,
carbonato, etc. y estos iones tienen la capacidad de conjugarse con los cristales del hueso
M. Debido a la participacion de este componente inorgénico (HAh) en la calcificacion 6sea,

se ha buscado su obtencién de forma sintética.

2.2 Hidroxiapatita sintética (HAs): La hidroxiapatita sintética es uno de los materiales
mas atractivos para la sustitucion de tejido 6seo debido a la similitud en composicion y
estructura con el principal mineral constituyente de dientes y huesos de animales

vertebrados, lo cual la hace biocompatible con el tejido humano 9.

El estudio de la HAs se ha realizado desde hace varias décadas; Aaron y Posner (1958)
propusieron su estructura cristalina a partir del analisis de un monocristal . El caracter
i6nico de la HAs la hace una ceramica dura, refractaria, con punto de fusion mayor de
1500°C. La relacion manejada entre Ca/P en HAs es 10:6 (1.6667), su densidad calculada
es de 3.219 g/cm® y sus propiedades mecanicas varian de acuerdo con el proceso de

manufactura ©.

Los materiales en polvo de HAs pueden obtenerse a partir de diversas fuentes de calcio
y fosforo empleando variados métodos. Este fosfato de calcio, se puede obtener de forma
sintética, presenta caracteristicas de biocompatibilidad, no toxicidad, estabilidad quimica,
osteoconduccion y bioactividad; tales propiedades hacen al material muy practico para usos

médicos 9.

El comportamiento bioldgico de la ceramica HAs depende de muchos factores, en
particular, en su composicion quimica, fases, microestructura, tamafio de poro y el volumen

de poro ©.

La HAs tiene buen potencial que puede ser aplicado, esta biocerdmica es biocompatible,

tiene propiedades que se asemejan a los tejidos duros en el hueso humano y lo mas




importante que es un material activo es decir que se puede reproducir como lo demuestran

varias investigaciones.

Actualmente la HAs ha surgido como un material importante en la industria de la salud,
debido a las propiedades especiales como tamafio de particula pequefio, gran superficie
especifica y baja densidad. Se ha utilizado como sistema de liberacion de proteinas,

dispositivos de administracion de farmacos y portador de genes.

El andlisis de incorporacion de farmacos en bioceramicas cubre aspectos distintos, es
necesario verificar que la adicion del farmaco, incorporado en la fase liquida o en la fase
solida de la biocerdmica, no interfiera en la reaccion de precipitacién, modificando sus
propiedades fisicoquimicas, tanto a nivel de fraguado y endurecimiento como en cuanto a

su comportamiento reoldgico.

2.3 Métodos de Sintesis: La mayoria de los estudios actuales estan orientados a
investigar distintas vias de sintesis para la obtencion de HAs con tamafio de particula
controlado con el fin de lograr una fase bioactiva que pueda ser utilizada en combinacién

con otros materiales que carezcan de esta propiedad %%,

La resistencia mecanica de la HAs, depende del tamafio del grano, su distribucién,
porosidad y otros defectos microestructurales 2. Los métodos mas comtnmente, usados
para producir HAs incluyen: EI método de precipitacion %, el quimico-himedo en
solucion acuosa ®; el sol-gel @ : el hidrotermal “®; la deposicién térmica ™ y el
método de reaccion en estado solido (mecanoquimica). En este trabajo el método de

precipitacion fue a través del cual se llevo a cabo la sintesis.

2.4 Método de precipitacion: La precipitacion es la formacion de una nueva fase a
partir de una fase aparentemente homogénea. Se puede considerar como un proceso de
cristalizacion réapida, tal que la rapidez del proceso esta determinada por la alta
sobresaturacion a la que ocurre. Es por esto que muchas de las caracteristicas de las
particulas precipitadas estdn determinadas, principalmente, por la relacion entre la
concentracion inicial de los reactivos y la solubilidad del soluto que se va formando. Este
método se caracteriza por su simplicidad, bajo costo y aplicacién a nivel industrial %,

Ademaés se obtienen cantidades apreciables del material de forma econdmica y facilmente




reproducible. Sin embargo, se deben controlar el pH, la temperatura de reaccion, el tiempo
de la reaccion, la atmdsfera de tratamiento y la relacion Ca/P de los reactivos, para impedir

la aparicion de otras fases como los ortofosfatos ?* 2.

2.5 Aplicaciones de HAs: Las aplicaciones de la hidroxiapatita sintética son numerosas,
las méas comunes son, reparacion de defectos dseos debido a que se puede usar como
reemplazo de partes pequefias de hueso, relleno de cavidades en odontologia, para la
reconstruccion del oido medio y reconstruccion maxilo facial [5], recubrimiento de
superficies de metales para implantes, refuerzo en materiales compuestos y como liberador
de medicamentos, ademas se ha utilizado como relleno cromatografico debido a su alta

bioactividad y en particular de adsorcién para diversos iones y moléculas orgénicas © 22

Diversas investigaciones muestran que los materiales de HAs, cuando son utilizados en
la restauracion o sustitucion de tejidos duros, resultan ser biocompatibles y bioactivos.
Estas caracteristicas y propiedades dieron lugar a que los materiales de HAs, en diferentes
formas, sean utilizados en combinacion con materiales poliméricos o metalicos para

desarrollar una nueva linea de materiales compuestos ).

2.6 VITAMINA D: Es una vitamina liposoluble que ademas de ser un micronutriente
esencial, se considera como una hormona involucrada en un complejo sistema endocrino
que regula la homeostasis mineral, protege la integridad del esqueleto y modula el
crecimiento y la diferenciacion celular en una amplia variedad de tejidos @%.

La forma natural de vitamina D en los animales y la forma que se sintetiza en la piel
humana es el colecalciferol (vitamina D3). El ergocalciferol (vitamina D2) es un producto
sintético derivado de la irradiacion de esteroles de plantas (ergosterol) ® (Figura 3).




Ergocalciferol Colecalciferol

.,

Calcidiol : ~

—
~

Calcitriol

Fig. 3 Estructuras quimicas de la familia de la Vitamina D (Carbonos -color gris, Oxigeno-
color rojo, Hidrégeno-color blanco)

En sentido estricto, la vitamina D mas que una vitamina, es una prohormona, cuya
configuracién molecular es similar a la de los esteroides clasicos (cortisol, aldosterona,

estradiol), ya que posee la estructura basica del anillo ciclopentanoperhidrofenantreno .

La vitamina D3 o colecalciferol se obtiene principalmente de dos fuentes bésicas: la
dieta (Principalmente pescados grasos, higado de pollo y, en menor grado, huevos, mientras
el contenido de vitamina D en la leche y derivados o carnes es bajo) y la produccion
enddgena por conversion fotoquimica a partir de 7-dehidrocolesterol en la epidermis "9,
Esta sintesis enddgena se induce por la exposicion de la piel a los rayos ultravioleta B
(UVB) de la luz solar (290 nm a 315 nm), que generan conversion fotolitica del 7-
dehidrocolesterol a previtamina D3, lo cual es seguido por isomerizacion térmica no

enzimatica a vitamina D3 G432,

Por otro lado existen numerosos derivados de la vitamina D que desempefian un
papel particularmente importante a nivel metabdlico. Los mas importantes son: el calcidiol,

el calcitriol y la 24,25-vitamina D3.

El Calcidiol: Tiene una minima capacidad para unirse a los receptores de vitamina
D vy, por tanto, para tener una respuesta bioldgica eficaz. Sin embargo, su medida indica el

estado nutricional de vitamina D en el organismo




2.7 Calcitriol: Desde el punto de vista bioldgico, la vitamina D es intrinsecamente
inactiva y requiere hidroxilaciones sucesivas en higado y rifion para formar el calcitriol, su
forma bioldgicamente més activa. El calcitriol es diez veces mas activo que la vitamina D3
y ejerce sus acciones, principalmente en intestino y hueso, controlando el metabolismo
fosfocalcico. El calcitriol contribuye principalmente a la mineralizacion de la capa osteoide
-matriz recientemente formada aun no calcificada; manteniendo la concentracion
extracelular de calcio y fosfato en los niveles adecuados que conducen al depésito de la
hidroxiapatita célcica en la matriz 6sea. Se ha indicado que los valores de calcitriol pueden
estar regulados por el calcio, magnesio, fésforo, PTH (parathormona o también denominada
hormona paratiroidea), e incluso existe una autorregulacion por él mismo. Concretamente,
la concentracion de calcio del espacio extracelular produce una modulacion de la sintesis
del calcitriol. Su efecto bioldgico principal es el de mantener los niveles séricos de calcio
dentro de unos estrechos limites, lo cual es fundamental para salvaguardar la propia vida,
aumentando la absorcion intestinal de calcio y favoreciendo la formacién de osteoclastos,
quienes movilizan las reservas de calcio desde el esqueleto hacia la circulacion ©¥. Asi
como inhibe la mitogénesis de los linfocitos T y suprime la produccion de interleucinas, asi
como de inmunoglobulinas y megacariocitos por lo que se le ha atribuido un efecto

inmunorregulador ©* %

2.8 Funciones de la vitamina D: Su funcion principal es mantener la concentracion de
calcio ionico dentro de limites normales en el liquido extracelular. Para cumplir este papel,
la vitamina D estimula la absorcion intestinal de calcio y promueve la formacion de
osteoclastos maduros, los cuales movilizaran calcio desde el hueso al extracelular en la fase
de resorcién 6sea del remodelamiento 0seo. Estas acciones son ejercidas principalmente por
el 1,25-dihidroxivitaminaD3 o calcitriol, cuya sintesis ocurre mayoritariamente a nivel
renal a partir del 25-dihidroxivitaminaD o calcidiol, metabolito hepético derivado de

precursores cutaneos (colecalciferol o D3) y nutricionales (ergocalciferol o D2) ©¢37,

2.9 Propiedades fisicoquimicas de la vitamina D: La vitamina D se presenta bajo el
aspecto de un polvo cristalino blanco amarillento, es facilmente soluble en éter y
cloroformo, ligeramente soluble en aceites y grasas e insoluble en agua. La vitamina D es

sensible a la luz, al oxigeno y a los acidos, degradandose rapidamente. Es una vitamina




liposoluble y relativamente termosensible, ya que en forma cristalizada es bastante estable

al calor pero, por el contrario, en solucién oleosa se isomeriza 2.
2.10 Relacién HAh/ Vitamina D:

La calidad 6sea mejora gracias a la vitamina D, por los siguientes mecanismos:
disminuye la reabsorcién Osea inducida por la PTH, aumenta la formacion de hueso
cortical, disminuye la porosidad cortical, aumenta el nimero y la funcién de osteoblastos a
través de la induccion de factores de crecimiento 6seo y de la sintesis de proteinas de la
matriz 6sea. Ademas, aumenta la resistencia a las fracturas y favorece la reparacion de
microfracturas, ya que sostiene la vitalidad y la funcion de los osteocitos 2.
Especificamente la 1,25-dihidroxivitamina-D3 desencadena una mineralizacién Osea de
forma indirecta por el aumento de la calcemia mientras la 24,25-dihidroxivitamina-D3

parece actuar de forma directa sobre los osteoblastos ©2.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existen diversos problemas 06seos tales como enfermedades de
degeneracion o fracturas en donde los fragmentos del hueso faltante son sustituidos con
biomateriales que generan altos costos por lo que son poco accesibles a los pacientes. Por
esto se busca un biomaterial que sea sintetizado a bajos costos y que posteriormente pueda

utilizarse como vehiculo farmacolégico.

4. JUSTIFICACION

La busqueda de materiales que puedan sustituir y afiadirse a las diferentes partes del
cuerpo humano hoy en dia es imprescindible, esto con el objetivo de ofrecer una mejor
calidad de vida a personas que sufren ciertos padecimientos crénicos. La ingenieria de
tejidos ha desarrollado biomateriales para ser utilizados en el reemplazo de tejidos que se
hayan perdido en el cuerpo humano, uno de estos es la hidroxiapatita sintética.
Actualmente la HAs ha surgido como un material sofisticado en la industria de la salud,
debido a las propiedades especiales como tamafio de particula pequefio, gran superficie
especifica y baja densidad. Se ha utilizado como sistema de liberacion de proteinas,

dispositivos de administracion de farmacos y portador de genes.




La hidroxiapatita sintética es un material clasificado dentro de los biomateriales y
en particular dentro de las bioceramicas, es bioinerte, bioactivo; es decir, que es un
material que puede unirse directamente al hueso sin interposicion de capsula fibrosa.

El presente trabajo tiene el proposito de contribuir en el estudio y la investigacion
de la Hs que permita conocer si es posible impregnarle algun farmaco como la vitamina D
que por sus propiedades puede regenerar el equilibrio de la fisiologia del calcio, cuando

este se rompe.

5. HIPOTESIS
La hidroxiapatita sintética es un material poroso y tiene la propiedad fisicoquimica

de adsorber la molécula de calcitriol.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Sintesis de hidroxiapatita por método de precipitacién, a partir de éxido de calcio,
acido fosforico, agua desionizada e hidroxido de amonio e incorporar la molécula de

calcitriol al compuesto sintetizado.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar hidroxiapatita (Hs) con una relacion molar entre calcio y fosforo de 1.667
con un pH final de 10.5, por el método de precipitacion.

2. Determinar el comportamiento del peso de la Hs al ser sometido a aumentos
temperatura mediante TGA y DSC.

3. Determinar el tamafio del diametro del poro y su distribucién, a través de un estudio
de isotermas de adsorcion-desorcion.

4. Dopar la HA con calcitriol con una concentracion de 0.002% utilizando etanol
como solvente.

5. Analizar por difraccion de rayos X la composicion de la Hs sintetizada asi como el
tamario y la forma sus cristales.

6. Determinar los grupos funcionales de la Hs y los grupos funcionales de calcitriol,

por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier.




7. Determinar la morfologia y el tamafio de los aglomerados de la Hs y de la Hs
impregnada con calcitriol, por estudio de microscopia electronica de barrido (MEB)

asi como.

7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Sintesis de Hidroxiapatita (Hs): En una balanza analitica se pesé con precision
7.962 g de polvo de CaO. Posteriormente se vertidé en matraz de 200 mL, con 50 mL de
agua desionizada y se agito vigorosamente a una temperatura de 20° C durante 48 h,

tiempo en el cual se formd una suspension de Ca (OH), con agua desionizada.

El matraz se cubri6 con papel parafilm, con el fin de evitar la posible contaminacion
por contacto con la atmosfera, se mantuvo en bafio Maria para mantener a 20 °C la

temperatura de la reaccién y bajo estas condiciones se dejo en reposo por 72 h.

Transcurrido este tiempo, se midid6 6.76 mL de H3PO, y se afadié por goteo,
procurando que durante su agregacion, la mezcla previa no tuviera contacto con la

atmosfera, mientras tanto la reaccion continu6 en agitacion vigorosa.

Una vez agregado el acido fosférico, se dejo reposar 24 h para ayudar a la etapa de

maduracion, asi como se mantuvo la reaccién alejada del CO, atmosférico.

Posteriormente se midi6 el pH de la solucion y mediante la agregacion de NH,OH por
goteo y con agitacion constante se llego al pH deseado de 10.5, una vez obtenidos los
cristales de hidroxiapatita, se hicieron 3 lavados con 50 mL de agua Yy se filtr6 por
método tradicional con embudo y papel previamente pesado, finalmente se dejé en la
estufa 50°C durante 24 h para evaporar el agua desionizada. Para el tratamiento térmico

a 200 °C se introdujo los cristales de Hs en la estufa con la temperatura mencionada.




o Matraz con 50 Introducir en Colocar en
esar 7.92 g de mL de agua bafio Maria a agitacion por
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Fosforico. el pHa 10.5. cirstales de Hs. térmico a 200 °C

Fig. 4 Descripcion de la sintesis de cristales de Hs por método de precipitacion.

7.2 Procedimiento experimental del dopaje de Hidroxiapatita con calcitriol: Una
vez obtenida de hidroxiapatita se tom6 una muestra de 2 g que fue pesada en una balanza
analitica, posteriormente se vertieron en un vaso de precipitado de 50 mL, se disolvieron en
10 ml de etanol con agitacion constate y se le agreg6é 0.4 mL al 0.002% de calcitriol con
agitacion constante durante 30 min. Posteriormente se colocé en laestufa a 50°C durante 24
horas para evaporar el etanol de los cristales. Obtenidos los cristales dopados con calcitriol

se procedid a su caracterizacion (ver diagrama en la figura 5).

Pesar y vertir 2g de Colocar en agitacion
Y g Agregar 10 mL de g
Hs en vaso de constante por 30
o etanol a la Hs. :
precipitado. min.

Colocar la mezcla Hs- Agregar 0.4 mL de

EtOH-Calcitrol en la Calcitriol, continuar

estufa a 50°C por 24 con la agitacion por
h. 30 min mas.

Fig. 5 Descripcion del proceso de dopaje de Hs con calcitriol, en etanol.

8. CARACTERIZACION: Los cristales sintetizados de Hs con tratamiento térmico a
200°C fueron analizados por métodos espectrofotométricos (F-TIR y DRX), fenémenos de

superficie (Isotermas de adsorcién) y por Microscopia electrénica de barrido.




La caracterizacion fue realizada en varias fases de acuerdo a los diferentes métodos mencionados.

Se inici6 con el andlisis por TGA y DSC para conocer el cambio de peso de la Hs con
respecto a la temperatura. Posterior a ello se determind el tamafio del cristal y la ubicacion
de los atomos que conforman la Hs, para confirmar que el compuesto sintetizado se trato de
Hs se identificd los grupos funcionales por F-TIR; antes de realizar el dopaje de la Hs fue
necesario conocer el diametro de sus poros por lo que esto se determind por Isotermas de
adsorcion y finalmente los cristales de Hs se visualizaron por Microscopia electronica de
barrido método que ayudaria a conocer la proporcion de Calcio/Fosforo de los cristales

sintetizados de forma sintetizada puede apreciarse el proceso descrito en la figura 6.

Cristales de Hs con Analizar por Determinar por

tratamiento térmico a GA
200°C. variacion de peso.

TGA Y DSC la DRX tamafio del

cristal.

5 Determinar el diametro del Identificar los grupos
Obser\_far los cristales poro por Isotermas de funcionales de la Hs por F-
obtenidos por MEB. adsorcion. TIR.

Fig. 6 Descripcion del proceso de analisis de las propiedades de la Hs, luego ser sometida a
tratamiento térmico a 200°C

La Hs tratada a 200 °C dopada con Calcitriol fue analizada por DRX, F-TIR, y MEB
métodos por los cuales se confirmd la presencia del calcitriol en los cristales de Hs. En Las
muestras de Hs con tratamiento a 650°C, dopadas y sin dopar fueron analizadas por F-TIR
y DRX para analizar la presencia de Hs y de Calcitriol, finalmente la Hs con tratamiento

térmico a 750°C sin dopaje solo fue analizada solo por DRX (figura 7).




Hs con tratamiento térmico a

200°C, dopada con calcitriol. 2 Identificar los grupos
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Hs tratada a 650°C, sin dopar y . por F-TIR.

dopada con calcitriol.

Observar los cristales
Hs tratada a de Hs por MEB.
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Fig. 7 Caracterizacion de los cristales de Hs con tratamiento térmico a 200°C (con dopaje con calcitriol), 650°C
(previos al dopaje y dopados) y a 750°C (sin dopaje) por diferentes métodos.

9. DESCRIPCION DEL FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE
CARACTERIZACION

9.1 Termogravimetria: La TGA se define como la técnica que mide el peso de una
muestra frente al tiempo o a la temperatura, mientras ésta se somete a un programa de
temperatura controlado en una atmdsfera especifica.

El programa de Temperatura puede ser mantener la Temperatura cte. (isotermo),
calentamiento a velocidad cte. (el méas habitual junto al isotermo), enfriamiento o cualquier
combinacion de ellos. Lo habitual es que se produzca una pérdida de peso pero también es
posible que haya una ganancia de peso. La atmdsfera puede ser estatica o dindmica con un
caudal determinado (también se emplean condiciones de presion reducida).

Una caracteristica fundamental de la TG es que sélo permite detectar procesos en los que se
produce una variacién de peso tales como descomposiciones, sublimaciones, reduccion,

desorcion, absorcion, etc.

9.2 Calorimetria Diferencial de Barrido: Técnica de analisis quimico que mide
transiciones, tanto endotérmicas como exotérmicas, como funcién de la temperatura. ES una
técnica cuantitativa que permite obtener informacion de la temperatura a la cual tiene lugar

el cambio energético en estudio y del calor involucrado en el proceso.




Permitiendo asi determinar la cantidad de calor que adsorbe o libera una sustancia, cuando
es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es

calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de temperatura.

9.3 Difraccidn de rayos X: Es una técnica que sirve para determinar la estructura
detallada de un material, es decir, permite conocer la posicion que ocupan los atomos, iones
o moléculas que lo forman. Debido a este ordenamiento podemos determinar propiedades
tanto fisicas como quimicas de los materiales.

Los rayos-X son un tipo de radiacion electromagnética que tiene una alta energia y
longitudes de onda muy cortas, las longitudes de onda son del orden de espacios atdbmicos
de los solidos. Cuando un haz de rayos-X incide sobre un material solido, una porcion de
este rayo se dispersara en todas las direcciones por los electrones asociados a cada atomo o

ion que esta dentro del camino del haz.

9.4 Isotermas de adsorcion: Una isoterma de adsorcion es la representacion de la
relacién, en el equilibrio, entre la cantidad adsorbida y la presion del gas a una temperatura
constante.

Mediante la adsorcion, las moléculas de un soluto se concentran en una superficie solida
por la accion de fuerzas intermoleculares entre el soluto y el sélido. Debido a estas fuerzas
el fendmeno es facilmente reversible. La adsorcion es esencialmente un fendmeno de
superficie.

Las isotermas nos permiten estimar el grado de purificacién que puede ser alcanzado, la
cantidad de adsorbente requerido, y la sensibilidad del proceso respecto a la concentracion
del producto.

La isoterma de adsorcion proporciona resultados de la adsorcidn fisica controlada de
un gas o vapor de o soluto de una solucion en un carbon activado. Este proceso de
adsorcion fisica es la forma en que el adsorbato (gas, vapor o soluto) entra en la porosidad.
La estrecha proximidad de los atomos de carbono entre si, constituyen la frontera o de la
superficie de la porosidad, los resultados de estas moléculas de gas adsorbato deben ser

"retenido” dentro de la porosidad. La "retencién” es el resultado de una mayor fuerza de




van-der-Waals (fuerzas de dispersion) de la porosidad. Este proceso de adsorcion fisica es
sumamente dindmico.

Es evidente que la cantidad adsorbida de un gas por un sélido depende de la
temperatura y presion, asi como de la naturaleza del gas y del sélido. Por tanto, para un
sistema dado, a una temperatura constante, la variacion de la cantidad adsorbida con la
presion constituye una isoterma de adsorcion. Las isotermas de adsorcién no presentan
siempre la misma forma ya que existen apreciables diferencias en los calores de adsorcion
de distintos adsorbentes para un adsorbato dado, lo que significa que la forma de la
isoterma es altamente dependiente de la naturaleza del adsorbente es decir de su porosidad.

Si un determinado sélido es mesoporoso, la condensacion capilar se producird a
presiones relativas medias o altas de la isoterma de adsorcion, mientras que si es
microporoso el llenado de los poros se producird a bajas presiones. Esta es la razon
fundamental por la que la forma de la isoterma de adsorcién puede proporcionar
informacidn acerca de los procesos que tienen lugar en la interfase sélido-adsorbato. Las
isotermas son parte esencial para modelar la adsorcion y por lo tanto para el disefio, calculo
de eficiencias y costos de la adsorcion.

Se han propuesto muchas clasificaciones de las isotermas de adsorcién, pero la que
es aceptada en la actualidad como mas adecuada es la propuesta por Brunauer, Deming,
Deming y Teller (BDDT), que distingue 5 tipos de isotermas, si bien se incluye, ademas, un
sexto tipo que ha sido identificado en los Gltimos afios. Los seis tipos de isotermas de
adsorcion se dan en la Figura 2.3. Se analizaran cada uno de ellos por separado, indicando
los procesos fundamentales diferenciadores que se presentan en cada caso:

a) Tipo | o tipo Langmuir.- Es caracteristico de procesos en los que se produce el
llenado de los microporos. Su interpretacion se contempla fundamentalmente
desde el punto de vista de la teoria potencial de Polanyi-Dubinin.

b) Tipo Il.- Es caracteristico de procesos de adsorcién en sélidos no porosos o
macroporosos. Representa el caso de adsorcion en mono-multicapa, cuyo
estudio queda perfectamente definido mediante el modelo B.E.T. Es
caracteristico el Ilamado punto B, que indica el momento en el que se completa
la monocapa. Un ejemplo tipico de este grupo lo constituyen los grafitos no

porosos y muchos carbon black.




d)

Tipo Il1.- Es caracteristico de procesos de adsorcion en solidos no porosos en los
que la interaccion adsorbente-adsorbato es débil, por lo que no se forma el codo
de las isotermas tipo Il ni se puede definir el punto B. El estudio de estos
procesos es bastante dificil, debido a que no existe practicamente una
interaccion superficial solido-gas. Ejemplos tipicos son muchos &xidos
metalicos.

Tipo IV.- Se caracteriza por la presencia de ciclos de histéresis. Su parte inicial
es semejante a la de la isoterma tipo Il, pero a presiones medias comienza la
condensacion capilar en mesoporos. A partir de la rama de resorcion de estas
isotermas se puede determinar la distribucion de tamafios de los poros. Las
silices y aluminas son ejemplos representativos.

Tipo V.- Son poco comunes Yy las de mas dificil interpretacion. La afinidad del
adsorbente (poroso en este caso, en contraste con el tipo I11) por el adsorbato es
baja y la histéresis enlaza con el llenado de los poros; ademés, nunca se obtienen
superficies especificas, ni de distribuciones de tamafios de poros que sean
fiables. Es tipica de la adsorcion de vapor de agua por carbones a temperaturas
cercanas a la ambiente

Tipo VI.- Es caracteristico de la adsorcién en multicapa de gases nobles sobre
superficies altamente uniformes. Cada una de las primeras capas se adsorbe
dentro de un cierto rango de presiones correspondiendo cada escalon al llenado
de una capa, hasta un total de 2 o 3 capas. Se trata de procesos de adsorcién
cooperativos que contribuyen a que cada capa actle positivamente a la
formacion de la siguiente mediante interacciones laterales de las propias
moléculas. Son poco comunes, entre otras razones, porque la gran mayoria de

los adsorbentes utilizados suelen ser heterogéneos.

Se produce histéresis de adsorcion cuando las curvas de adsorcion y desorcion no

coinciden. La relacion, a temperatura constante, entre la cantidad adsorbida y la

presion de equilibrio del gas se conoce como isoterma de adsorcion.

Muchos adsorbentes de area superficial son porosos, en el contexto de la fisisorcion,

conviene clasificar los poros de acuerdo a sus tamarios:




e Los poros cuya anchura excede de unos 50 nm (> 500 A) se Ilaman
macroporos
e Los poros cuya anchura estd comprendida entre 2 nmy 50 nm (20-500 A)
se llaman mesoporos.
e Los poros cuya anchura no excede e unos 2 nm (<20 A) se Ilaman
microporos.
Este analisis nos ayudara a determinar la textura del material y el diametro del poro por
técnica de isoterma de adsorcion de Na.

9.5 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR):

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion, de bandas constituidas por una
superposicién de picos originados por la absorcion de los grupos funcionales de sus
constituyentes, sustancias inorganicas u organicas, por lo cual es posible realizar una
identificacion de los materiales.Mediante el IR seran observados los grupos funcionales de
la Hs.

Los espectros FT-IR nos permitiran analizar, a través de picos caracteristicos en la muestra

de hidroxiapatita la presencia de algin fosfato de calcio amorfo.

Los instrumentos IR de transformada de Fourier no contienen elementos de
dispersion y permiten detectar y medir todas las longitudes de onda simultdneamente. En
lugar de monocromador, se utiliza un interferémetro para producir patrones de interferencia
que contienen la informacion espectral infrarroja. Los mimos tipos de fuentes se utilizan en
los instrumentos dispersivos se pueden utilizar en los espectrometros FTIR. Para calcular la
energia radiante en funcion de la longitud de onda, el interferémetro modula la sefial de la
fuente de manera que se pueda descifrar por la técnica matematica de transformadas de

Fourier.

Para obtener el espectro de una muestra, primero se obtiene el espectro del fondo
mediante la transformada de Fourier del interferograma que proviene de dicho fondo
(disolvente, agua del ambiente y didxido de carbono). A continuacion se obtiene el

espectrometro de la muestra. Finalmente se calcula la relacion entre el espectro de la




muestra con haz sencillo, y el espectro del fondo y se traza la grafica de la Absorbancia o

de la transmitancia frente a la longitud de onda o el nimero de onda.

El estudio de las muestras por Infrarrojos es un complemento al estudio de difraccion de
rayos X.

9.6 Microscopia Electronica de Barrido (MEB): EI microscopio electrénico de
barrido es un instrumento que permite la observacion y caracterizacion superficial de
materiales inorganicos y organicos, entregando informacién morfoldgica del material
analizado. A partir de él se producen distintos tipos de sefial que se generan desde la
muestra y se utilizan para examinar muchas de sus caracteristicas. Con él se pueden realizar
estudios de los aspectos morfol6gicos de zonas microscépicas de los distintos materiales
ademas del procesamiento y analisis de las imagenes obtenidas. Las principales utilidades
del MEB son la alta resolucion (~100A), la gran profundidad de campo que resuelve una

imagen tridimensional de la muestra y la relativa sencillez de preparacion de las muestras.




10. RESULTADOS

10.1 Rendimiento experimental: El rendimiento tedrico de hidroxiapatita fue de
14.262 g mientras que el rendimiento experimental de 11.5 g por tanto el porcentaje del
rendimiento fue del 80% (Observar imagenes de los polvos de HA por microscopia en

anexos.)

10.2 TGAy DSC
El Andlisis Termogravimétrico, TG, y la Calorimetria Diferencial de Barrido, DSC, de las
muestras sintetizadas se determinaron en el rango de temperatura de 25°C a 1000°C, el

calentamiento fue a velocidad constante.

Mediante el ensayo de TG, que aparece en la figura 8 se determind que al llegar a
una temperatura de 176°C la Hs perdi6 un 1.33% de peso, mientras que la DSC observada
en el termograma de la Fig. 17 mostro un comportamiento exotérmico del material, ambos
pardmetros se asignan a una pérdida de agua, al incrementar la temperatura, en DSC se
observé un comportamiento endotérmico de nuestro material a una temperatura de 368°C
con un 4.39% de pérdida de masa revelado en la TG, correspondiente probablemente a
grupos carbonatos. A 500°C se pudo observar nuevamente un comportamiento endotérmico
(DSC) con una pérdida de 1.88% de la masa (TG) del material liberando probablemente
moléculas de CO, que es el resultado de la descomposicion de los carbonatos. A partir de
los 631°C el peso de la Hs se mantuvo constante hasta incrementar la temperatura a
1000°C, debido a que ya no se liberaron mas compuestos con el aumento de temperatura, el
analisis nos permite deducir que ain no se detecta su punto de fusion por abajo de los
1000°C.
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Fig. 8 El Termograma presenta los resultados del analisis por Termogravimetria y Calorimetria
diferencial de barrido de la Hs sin tratamiento térmico.

10.3 Difraccion de Rayos X
La difraccion de Rayos X se utilizd con el proposito de corroborar que los productos de
sintesis fueran los deseados, en este caso la Hs el difractograma obtenido fue comparado
con otros espectros de muestras de hidroxiapatita y se encontrd similitud con la ficha de
datos 01-074-0566 (A) — Hydroxylapatite.

En la figura 9 se presenta el difractograma de la muestra de Hs tratada a 200°C, que
mostro los siguientes angulos: 26°, 31.8° 39.9° 49.7 y 53.3° a 2 teta; estas reflexiones
fueron comparadas con las de la base de datos del Cuv y se encontré similitud con las
reflexiones de una ficha de Hidroxiapatita reportada (HAs), demostrandose que el material
sintetizado (Hs) es Hidroxiapatita, ademas el difractograma da a conocer el acomodo
molecular de los cristales de Hs en este caso de forma hexagonal tal como la HAs y aunque
también hay presencia de fosfatos de calcio libres como la withlockita, este es un precursor
del compuesto sintetizado que corresponde a otra fase cristalina.

En cuanto al tamafio del cristal se calcul6 por la ecuacién de Scherrer dando un tamafio de
12.40 nm que coincide con el rango reportado por otros articulos en donde se ha sintetizado
hidroxiapatita (HASs) por el mismo método.
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Fig. 9 Difractograma de Hs sometida a tratamiento térmico a 200°C dopada con calcitriol.

Con respecto a la hidroxiapatita tratada a 650 °C el difractograma (figura 10) mostro

que solo estaban presentes fosfatos de calcio y su precursor la whitlockita (Fosfato de

calcio y magnesio), este Gltimo se encuentra presentes previamente a la formacién de la
Hs por lo que se dio a la muestra otro tratamiento térmico.

El Gltimo tratamiento a 750°C del que se obtuvo el difractograma mostrado en la figura 11
se evidencio que solo estaba presente el precursor de la Hs correspondiente a otra fase
cristalina.
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Fig. 10 Difractograma de Hs sometida a tratamiento térmico a 650°C sin calcitriol.
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Fig. 11 Difractograma de Hs sometida a tratamiento térmico a 750°C sin calcitriol.




10.4 Isotermas de Adsorcion

El andlisis de isoterma de adsorcion se realizo para determinar area especifica y
distribucion del tamafio de poro por desorcion de BJH, utilizando nitrogeno (N2) como
adsorbato.

De acuerdo con la figura 12, la Hs present6 una Isoterma Tipo IV donde la parte
inicial de esta isoterma se le atribuye adsorcion en monocapa-multicapa, ya que sigue el
mismo camino que la parte correspondiente de una isoterma del tipo Il a bajas presiones,
pero con una formacion de multicapas finita correspondiente al llenado completo de los

capilares.
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Fig. 12 Isoterma de adsorcién desorcion de N, sobre HS tratada a 200°C

Siendo el rasgo distintivo de esta isoterma, su lazo de histéresis, caracteristica de los
solidos mesoporosos. La aparicion del ciclo de histéresis se debe a que el proceso de
llenado de los mesoporos esta gobernado por el fendmeno de condensacion capilar, por las
propiedades percolativas del solido y por el limite de la cantidad adsorbida en un intervalo
de presion relativa alta.

La histéresis que aparece en la zona de multicapa de la isoterma se asocia
generalmente con condensacion capilar en estructuras mesoporosas. Tales ciclos de
histéresis pueden presentar una amplia variedad de formas. Segin la geometria del poro
puede ocurrir que la condensacion capilar se produzca a una presion diferente a la que se
produce la evaporacion del poro, ocasionandose un ciclo de histéresis en la isoterma de
adsorcion-desorcion.

La histéresis que presentd la isoterma mostrada en la figura 12 es de tipo H1, ésta
presenta un ciclo angosto, se observa las lineas de adsorcién y desorcién paralelas entre si.

La isoterma H1 es obtenida de adsorbentes que tienen distribuciones de poros muy




angostas. La caracteristica de la histéresis tipo H1 (tipo A), es que las lineas de adsorcion
desorcién son casi verticales y aproximadamente paralelas en un intervalo apreciable de
cantidades adsorbidas. Esta se asocia habitualmente con materiales porosos de los que se
sabe, por otros medios, que consisten en aglomerados o empaquetamientos compactos de
esferas aproximadamente uniformes dispuestas de manera bastante regular y que por lo

tanto tienen distribuciones estrechas de tamafo de poro.

La Figura 13 muestra la distribucion del tamafio del poro que se calcul6 usando el método
Barrett-Joyner-Hallenda (BJH) obteniéndose un didmetro promedio de 26.08 nm, que

corresponde a un adsorbente de tipo mesoporoso.
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Fig. 13 Distribucion del tamafio del poro por el método de BJH.

La isoterma mas usada para analizar la adsorcion en multicapas se debe a
S.Brunauer. P.Emmett y E.Teller denominada isoterma BET la cual fue empleada para la
determinacion del area especifica superficial total del adsorbente, en este caso la Hs y se
obtuvo una superficie especifica de 60.9 m%g como se muestra en la figura 14.

=z o Hidroxiapatita tratada a 200°C
] Recta BET

Superficie especifica: 60.9 m /g

Constante BET: 1 O08E+D2

T T T T T T
o.os a.1a a.1s o.zo a.zs a.30 o.3s

P/PoO

Fig. 14 Estimacion de la superficie especifica de la Hs tratada a 200 °C
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Calcitriol: En la figura 15 el espectro infrarrojo de la capsula de calcitriol muestra
que hay una banda ancha e intensa a 3445cm™ donde se localizan las moléculas de
calcitriol unidas por enlaces de hidrogeno debido a la presencia del grupo Hidroxilo (O-H),
la banda fina siguiente de 2928 cm™ que corresponde a frecuencias de tensién a C-H de los
grupos metilo, donde el carbono tiene una hibridacién sp® y un cuarto de caréacter S,
continuamente se observa la banda de absorcién de 1745cm™ de longitud que sugiere la
presencia de la tension C=C cercano a la banda de absorcion de C=C conjugado y que
corresponde a los carbonos que enlazan a los cliclohexanos de la molécula de calcitriol; a la
derecha se observa una banda més ancha a 1634cm™ que pertenece a la vibracién del doble
enlace de carbonos conjugados (C=C) que tiene la molécula. La banda de 1458 cm™ est&
definida parcialmente, correspondiente a la frecuencia de vibracién de deformacion angular
de los grupos metileno (CH,), seguidamente se puede apreciar que la molécula absorbio
frecuencias a 1389 cm™ que tiene lugar a la deformacion de los grupos metilo (CH3); la
banda a 723 cm™ hace referencia al balanceo de grupos metileno (CH,) y cabe mencionar
que se observa otra regién dentro de la huella dactilar a 1163 cm™ que da lugar a las
tensiones C-C debido a su proximidad a la banda 1200cm™ perteneciente a los enlaces
simples carbono-carbono, por Gltimo la banda que corresponde a la frecuencia de 1035 cm™
correspondiente a la tensién C-O que nos marca que hay una diferencia entre los dos
hidroxilos unidos a un anillo y el hidroxilo unido al carbono con hibridacién sp® presente al

otro extremo de la molecula.
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Fig. 15 Espectro de Hs tratada a 200°C sin dopar, dopada y espectro de
calcitriol, la figura de arriba son las bandas de absorcidn por separado
del espectro de la parte inferior.
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encontrados en la Hs.




En la figura 15 se presenta el espectros de infrarrojo de la muestra de Hs tratada a
200°C las bandas observadas a 560 y 600 cm™ son debido a la presencia de fosfatos al
igual que la banda aguda que aparece a 1023 cm™ finalmente encontramos la banda de
absorcién mas importante, caracteristica de la HAs a una longitud de onda de 3568 cm™

indicativa de OH intramoleculares es mostrada en la Fig. 16.

Con respecto a la Hs tratada a 200°C dopada con calcitriol que aparece en la figura
15 las bandas continuas observadas a 2921 y 2850 son pertenecientes a las vibraciones de
tencion del enlace C-H el cual cuenta con hibridacion sp3 y tiene un cuarto de caracter S.
Posteriormente a 1743 cm™ se encontré una sefial intensa caracteristica del estiramiento del
grupo carbonilo, perteneciente al calcitriol, a 1023 cm™ se muestra un estiramiento intenso
y ancho, tipico del fosfato. A un nimero de onda de 599 y 560 cm™ existen bandas

caracteristicas de estiramiento de O-P-O pertenecientes al grupo fosfato.

En la banda de adsorcion perteneciente a la Hs tratada a 650°C (Fig. 17);
encontramos un niimero de onda de 534 cm *, que corresponde al modo de doblamiento de
enlaces O-P-O; sin embargo la banda de adsorcién a 3568 cm™ indicativa de OH
intramoleculares solo aparece después del tratamiento a 200°C (Fig. 16).
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Fig. 17 Espectros de absorcidn de la Hs tratada a 650°C sin dopar, dopada y espectro de
calcitriol, en forma separada y en un mismo espectro.

En el espectro de Hs tratada a 650°C con calcitriol (Fig. 17) muestra una banda de
absorcion a 534 cm™ correspondientes al modo de doblamiento de los enlaces O-P-O. El
siguiente pico observado es a una frecuencia de 725cm ™ donde se ubica una banda de
reflexion tipica de grupos carbonatos. En la siguiente banda de adsorcién a 1012 cm™
corresponde a un modo de tensién asimétrica triplemente degenerada de PO, en Hs. Y en
1734 cm™ hay una banda de adsorcién producto del estiramiento del grupo C-O presente
en el calcitriol. En las siguientes bandas a 2851 cm™ y 2926 cm™ respectivamente, se
asignan a las vibraciones de estiramientos asimétricos y simétricos de enlace C-H ambas

pertenecientes al calcitriol.

10.6 Microscopia electrdnica de barrido:

Se realizd un tmcroanansis cualitativo para observar la morfologia de la Hs, las
muestras fueron previamente fijadas con cinta de grafito y metalizadas con Au a fin de
garantizar su conductividad.

En las figuras 18 y 19 se muestran las micrografias de la Hs con tratamiento a
200°C sin dopar, y la dopada con calcitriol. Comparando las micrografias obtenidas se

puede observar que la Hs sin dopar es amorfa, se presenta en aglomerados y tiene un




tamafio de 330 nm aproximadamente. En la muestra de Hs dopada de calcitriol se
observaron cristales de forma alargada de 47500 nm de longitud aproximadamente;

probablemente, la Hs tomo forma debido a la presencia del calcitriol.

Fig. 18 Micrografia de la Hs tratada a 200°C Fig. 19 Micrografia de la Hs tratada a 200°C
dopada con calcitriol.

En las figuras 20 y 21 se muestra la comparacion de los cristales de Hs tratada a
200°C vy a 650°C sin dopar. Como se observa en las microfotografias, los cristales de Hs
con tratamiento a 200°C fueron de 3450 nm de diametro, de forma irregular o amorfa.
Mientras que con el tratamiento a 650°C los cristales obtenidos fueron de mayor tamafio,

aproximadamente 874 nm y de forma semiesférica.

SEI  20kV WDSmm
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|

Fig. 21 Micrografia de Hs tratada a 200°C y dopada con

Fig. 20 Micrografia de Hs tratada a 200°C -
calcitriol.




La Hs tratada a 200°C y 650°C fue sometida a MEB tanto antes como después del dopaje
con calcitriol figuras 22, 23 24 y 25.
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Fig. 22 Espectro y Micrograffa de Hs tratada a Fig. 23 Espectro y Micrografia de Hs tratada a 200°C dopada con
200°C. calcitriol.
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Fig. 24 Espectro y Micrografia de Hs tratada a 650. Fig. 25 Espectro y Micrografia de Hs tratada a 650°C
dopada con calcitriol.

El andlisis registro un aumento del porcentaje de carbono en la Hs con tratamiento
térmico a 200°C después del dopaje (Fig. 27, tabla 2), esto debido a los anillos y grupos
metilenos presentes en el calcitriol; con respecto a la presencia de dicho elemento en la Hs
tratada a 200°C sin dopaje (Fig. 26, tabla 1) posiblemente se debe a que durante el proceso
de sintesis los precursores del compuesto, estuvieron en contacto con el medio ambiente,
ademas de que el portamuestras del equipo posee carbono, en cuanto al porcentaje de
oxigeno encontrado antes y después del dopaje, es evidente que este porcentaje es
ligeramente mayor en la hidroxiapatita sin dopar, aun cuando en ambos compuestos esta
presente el oxigeno posiblemente por el tipo de interaccion entre hidroxiapatita calcitriol, el

oxigeno (al formar puentes intramoleculares) es detectado en menor cantidad.




Elemento | Peso%  Atdmico%
CK 7.98 14.00

OK 44.32 58.35

PK 16.64 11.32
CakK 31.06 16.33
Total 100.00

Tabla 1 Porcentaje en peso y porcentaje
atomico de los elementos encontrados en la
muestra de Hs tratada a 200°C.

Elemento | Peso% Atémico%
CK 14.78 24.23

0K 42.65 52.49

PK 16.33 10.38
Cak 26.25 12.90
Total 100.00

Tabla 2 Porcentaje en peso y porcentaje
atomico de los elementos encontrados en
la muestra de Hs tratada a 200°C y
dopada con calcitriol.

Quantitative results

50

40 H

Weight%

20

0

C 0 P Ca

Fig. 26 Grafica representativa del porcentaje en peso
de: C, O, Py Ca de la Hs tratada a 200°C.

Quantitative results
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Fig. 27 Grafica representativa del porcentaje en
peso de: C, O, P y Ca de la Hs tratada a 200°C
dopada con calcitriol.

En la gréafica de la figura 29 representativa de la tabla 4 se observa que después del

tratamiento a 650°C en la Hs, la presencia de carbono registra una disminucion, al

compararse con el porcentaje obtenido tras el tratamiento a 200°C mostrado en la Fig. 26,

posiblemente el porcentaje de este elemento disminuye debido a su interaccion molecular

con la Hs lo que ocasiona que aparentemente se detecte en menor proporcién este elemento.

En cuanto al oxigeno se aprecia un ligero aumento en la Hs con tratamiento a 650°C, quiza

se debe al cambio estructural con respecto al compuesto del que ahora forman parte

(fosfatos de calcio y whitlockite)

Por otro lado al comparar las graficas entre la Hs a 650°C sin dopar y la dopada

(Fig. 28 y 29) el porcentaje de C aumenta méas de tres veces, evidentemente por la




presencia de calcitriol que como se menciono tiene anillos de carbono y grupos metilo en
su estructura.

Con respecto al porcentaje de oxigeno encontrado antes y después del dopaje, éste
es ligeramente mayor en la Hs sin dopar, a pesar de que este elemento esta presente en
ambos compuestos, es posible que por el tipo de interaccion entre la Hs y el calcitriol, el
oxigeno (al formar puentes intramoleculares) es detectado en menor cantidad de forma
semejante a como se menciond anteriormente en la comparacion de Hs con tratamiento a
200°C previa al dopaje y la Hs dopada.

Quantitative results
Elemento | Peso% | Atomico%
50
CK 7.97 13.61
40 H
0K 47.74 61.15 -
=
= 20 H
=
@
P K 17.28 11.43 = .U
Cak 27.00 13.81 10 H
Total 100.00 o
C O P Ca

Tabla 3 Porcentaje en peso y porcentaje Fig. 28 Grafica representativa del
atémico de los elementos encontrados en la porcentaje en peso de: C, O, Py Ca de la

muestra de Hs tratada a 650°C. Hs tratada a 650°C.
. - Quantitative results
Elemento Peso % Atomico
%

CK 30.86 46.01 40
O K 31.84 35.64 30

=
P K 12.78 7.39 S .,

@

=
Ca K 24.52 10.95 0
Total 100.00

0

C o} P Ca

Tabla 4 Porcentaje en peso orcentaje . ] . .
atémico de los. el eJmentos pencon)t/ragos en Jla Fig. 29 Grafica representativa del porcentaje en
muestra de Hs tratada a 650°C y dopada con peso de: C, O, _P_y Ca de la Hs tratada a 650°C
calcitriol. dopada con calcitriol.




En la tabla 8 se muestra la relacion estequiometrica Ca/P de la Hs a 200°C sin dopar
y dopada. Esta relacion a 200°C se acerca a la reportada en la literatura de 1.667 sin
embargo disminuye con la presencia de calcitriol, posiblemente porque interactia con

alguno de estos elementos haciendo menor su relacion.

En la tabla 9 aparecen los valores de relacion estequiometrica entre los elementos
Cay P de la Hs tratada a 650°C sin dopar y dopada, la Hs tratada a 650°C dopada presenta
una relacion mayor comparada a la no dopada esto indica que la presencia de calcitriol

ayuda a que el calcio presente sea detectado

Por otro lado la Hs tratada a 650°C sin dopaje tiene una relacion estequiometrica
menor comparada con la Hs tratada a 200°C sin dopar, cabe mencionar que a esta
temperatura solo se encontré el precursor de la Hs (whitlockita) asi como fosfatos de calcio
y probablemente los fosfatos interactien con el calcitriol de forma distinta a como lo haria
con la Hs.

Tabla 9 Relacion estequiometrica entre Calcio y

Fosforo de muestras de Hs tratada a 650°C sin
dopar y dopada.

Tabla 8 Relacion estequiometrica entre Calcio y
Fosforo de muestras de Hs tratada a 200°C sin
dopar y dopada.

' HA200°C | HA- Calcitriol 200°C

Relacién 1.44247 1.24226 il Relacién
Ca/P

| HA650°C | HA-Calcitriol 650°C
1.20757 1.48279 '
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CONCLUSIONES
Por el método de precipitacion se logré obtener la HA con un pH final de 10.5.

El TGA mostro la disminucion de masa expresada en porcentaje hasta que se
observé constante y la temperatura a la que se eliminan impurezas como agua,

carbonatos y CO, conforme ésta aumenta.

Por DSC se identificaron las diferencias en masa correspondientes a procesos
endotérmicos y exotérmicos en la HA a distintas temperaturas y se confirmé que

por debajo de 1000°C no se alcanza su punto de fusion.

La distribucion de tamafio de poro de los aglomerados de la HA fue calculada
usando el método Barrett-Joyner-Hallenda (BJH), dando un didmetro promedio de

26.08 nm correspondiente a un adsorbente de tipo mesoporoso.

Debido a la mesoporosidad que presentaron los aglomerados de HA, fue posible que
se alojara el Calcitriol en éstos, con lo que se muestra que es posible que la HA

pueda ser utilizada como vehiculo de transporte de algin farmaco

El difractograma de Rayos X de la HA tratada a 200°C mostro maximos de

difraccion similares a las que reporta la base de datos del CUV de una HA sintética.

El calcitriol esta presente en la HA, tal como se mostré en el F-TIR, mediante la
presencia de los grupos funcionales de la HA y del Calcitriol.

La MEB permiti6 la observacion superficial de la HA en forma de aglomerados

micrométricos con morfologia irregular.

Ademas MEB confirma la presencia del Calcitriol en la HA mediante el aumento

del porcentaje de C.




Perspectiva

Debido a que la HA puede ser atil como vehiculo de farmacos, como lo muestra la
presente contribucion donde el calcitriol queda impregnado en la HA, podrian ser
modificadas las condiciones bajo las que se lleve la sintesis, para evitar el cambio de fase
de la HA. Posterior a la estabilizacion del producto es viable retomar estudios de
solubilidad en solventes fisiologicos, respecto al tiempo y a temperatura corporal, lo que
contribuird con futuros estudios farmacologicos para analizar la liberacién controlada en

algin modelo animal.
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ANEXQOS

Imagen de los polvos de Hs, tomada por microscopia

electrénica después del tratamiento térmico a 200 °C y |

previos a la impregnacién del calcitriol.

Las muestras caracterizadas por métodos espectroscopicos y MEB fueron analizadas en el

laboratorio del “Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de Tecnologia OCT-

BUAP ".

Para hacer la difraccion de rayos X de las muestras se
utiliz6 el equipo marca BRUKER, modelo 78

Discovered.

El Andlisis Termogravimétrico, TG, y la Calorimetria

Diferencial de Barrido, DSC, de las muestras sintetizadas

se determinaron por medio del equipo Netzsch STA
449F3, en el rango de temperatura de 25°C a 1000°C, el

calentamiento fue a velocidad constante.




El andlisis de isoterma de adsorcion se realizé en el
equipo Quantachrome Corporation Quantachrome
Autosorb Automated Gas Sorption System Report

Version, utilizando nitrégeno (N2) como adsorbato.

El quipo utilizado es un espectrofotobmetro de
Transformacién de Fourier marca BRUKER, modelo
Vertex 70, nimero de serie 1 002 9244. Las medidas se

tomaron en un rango espectral desde 4000 a 500 cm™.

Para realizar la microscopia electrénica de Barrido (MEB) se
utilizé el equipo marca Jeol modelo JSM-6610LV, operado
en el modo de alto de vacio, equipado con detectores que
permiten la obtencibn de imagenes de electrones

retrodispersados.




