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RESUMEN. Se obtuvieron composites de quitosana/hidroxiapatita deficiente en calcio (CHI/CDHA) por un método
biomimético (nucleacion de la fase inorganica dentro de la matriz polimérica), con el objetivo de obtener un nuevo mate-
rial que combine la biodegradabilidad y flexibilidad de la quitosana y la bioactividad y osteoconductividad de la
hidroxiapatita con vistas a su posible empleo como sustituto éseo. Con este fin se prepararon sistemas con composiciones
de CHI/CDHA: 20/80, 50/50 y 80/20. Las muestras fueron preparadas en forma de particulas y su morfologia fue analizada
a través de una lupa. Se observo que las particulas de menor contenido de quitosana son menos esféricas, mas pequefas
e irregulares. Las fases organica e inorganica de los composites obtenidos fueron identificadas mediante espectroscopia
FTIR, difraccion de Rayos X y analisis térmico. Los espectros FTIR de los composites mostraron las bandas de absorcion
caracteristicas de ambos componentes, la quitosana y la hidroxiapatita. El analisis térmico evidencio la existencia de
interaccion entre la matriz de quitosana y el componente inorganico. Se observo ademas, una correspondencia entre la
relacidon quitosana/componente inorganico de la mezcla de alimentacion y la del composite resultante. Por su parte, el
ensanchamiento observado en los picos de los difractogramas fueron indicativos del pequefio tamario de los cristales de
la hidroxiapatita formada in situ. El anélisis por rayos X de los residuos de los composites calcinados a 1 000 °C por 15 h
indica que la fase inorganica de los composites es hidroxiapatita deficiente en calcio.

ABSTRACT. In this work chitosan/calcium - deficient hydroxyapatite (CHI/CDHA) composites were obtained by a
biomimetic method (nucleation of the inorganic phase inside the polymeric matrix) with the objective to obtain a novel
material that combine the biodegradability and flexibility of the chitosan with the bioactivity and osteoconductivity of
the hydroxyapatite with a view to their possible employment as a candidate for bone replacement. For this purpose
systems with the CHI/CDHA ratios 20/80, 50/50 and 80/20 were prepared. The samples were prepared as particles shape
and their morphology was inspected with a magnifying glass. It was seen that the particles with less chitosan content
were less spherical, smaller and irregular. The organic and inorganic phases of the composites obtained were identified
by FTIR spectroscopy, X-ray diffraction and thermal analysis. The FTIR spectra of composites showed the characteristic
absorption bands of both components, the chitosan and the hydroxyapatite. The thermal analysis evidenced the interac-
tion existence between the chitosan matrix and the inorganic component. It also revealed that there is a correspondence
between the chitosan/inorganic component ratio in the feed mixture and in the resulting composite. On the other hand,
the broadening observed in the diffractogram peaks was indicative of the small size of the hydroxyapatite crystals formed
in situ. The X-ray analysis of the residues after igniting the composites at 1 000 °C for 15 h indicates that the inorganic
phase of the composites is calcium deficient hydroxyapatite.

INTRODUCCION

Actualmente, las patologias 6seas son uno de los pro-
blemas fundamentales que enfrenta la Medicina debi-
do al incremento de la longevidad de la poblacion y del
numero de traumas ocasionados por accidentes de tran-
sito a nivel mundial. Es por ello, que ha surgido una
creciente necesidad de disefiar nuevos materiales des-
tinados a la reconstruccion del tejido 6seo con una ma-
yor similitud a él.

El material ideal para sustituir el hueso tiene que
imitar al tejido que reemplaza en forma, tamafo, con-
sistencia y funcionamiento. Debe promover una res-
puesta adecuada del sistema biolégico y no debe provo-

car infecciones. A medida que es reabsorbido tiene que
adquirir las cualidades del tejido y ser tolerado adecua-
damente por el organismo, con una aceptable adapta-
cién biomédica.

Es bien conocido que los fosfatos calcicos como el -
fosfato tricalcico (B-TCP) y la hidroxiapatita, estequio-
métrica (HAp) o no (CDHA), son excelentes candidatos
para la reparacion y regeneracion 6sea, pues su cCompo-
sicién quimica es muy similar a la fase mineral 6sea,
por lo que son frecuentemente empleados como mate-
riales de relleno en Ortopedia.

Por su parte, la CDHA presenta una mayor analogia
con las apatitas bioldgicas en cuanto a su estequiometria
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y cristalinidad, caracteristicas que la hacen aun mas
reactiva en el medio biolégico, donde una vez implanta-
do el material, ya sea a través de moldes o inyeccion, es
rapidamente integrado a la estructura 6sea y trans-
formado en un neohueso. La velocidad de tal proceso
dependera en gran medida de las caracteristicas del ma-
terial empleado.

En esta direccion, los composites de quitosana (CHI),
polimero natural, con diferentes fosfatos de calcio como
la hidroxiapatita (HAp) constituyen materiales hibridos
muy atractivos para la ingenieria de tejido 6seo, especifi-
camente, para la reconstruccion ésea guiada, pues pueden
incorporar propiedades favorables de ambos componentes.
La HAp proporciona bioactividad y osteoconductividad,
mientras que la CHI aporta biodegradabilidad y flexibi-
lidad, entre otras. Ademas, debido a la naturaleza
viscoelastica de la CHI, se elimina la migracién de par-
ticulas de HAp y la textura suave del composite evita
darfos a los tejidos blandos proximos al implante®?

Los composites de quitosana/hidroxiapatita pueden
ser obtenidos fundamentalmente por mezcla de ambos
componentes, recubrimiento de HAp con CHI, incorpora-
cion de CHI a los cementos de fosfato de calcio o median-
te precipitacion del componente bioactivo inorganico
dentro de la matriz de CHI en forma de filmes, membra-
nas, particulas, soportes porosos (scaffolds), cementos,
entre otros. En el caso de los andamios o soportes poro-
sos (scaffolds), matrices muy interesantes para la inge-
nieria de tejido 6seo, generalmente se suspende el polvo
ceramico en el medio que contiene CHI o se obtienen
soportes como esponjas porosas por freeze-drying o
congelamiento.'3#

Un interesante y novedoso método recientemente
implementado y que incluye el mezclado e interaccion
de ambos componentes: matriz y relleno, lo constituye
la precipitacion in situ y nucleacién del componente
biactivo inorganico dentro de la matriz polimérica.
Este ultimo es denominado método biomimeético, ya que
trata de imitar las condiciones bioldgicas en las que se
forma el constituyente inorganico, para garantizar una
mejor biocompatibilidad de los sistemas obtenidos. La
principal idea de esta via de preparacion de composites
pretende obtener biomateriales donde los cristales del
componente inorganico biolégicamente activo (fosfato
de calcio) se encuentre disperso dentro de la matriz
polimérica (quitosana), lo mas homogéneamente posi-
ble para evitar inflamaciones intrinsecas de materiales
microscépicamente no-homogéneos frecuentemente
obtenidos empleando las técnicas anteriormente men-
cionadas y que provocan inflamacion cuando el mate-
rial es implantado.>®

Adicionalmente, los sistemas obtenidos por nu-
cleacion de la fase inorganica in situ dentro de la matriz
polimérica, se consideran mas ventajosos, ya que permiten
un mejor control de la microestructura, homogeneidad y
composicion quimica de los materiales resultantes.?

Se conocen experiencias en las que se ha empleado
este novedoso método. Rusu et al. utilizaron disolucio-
nes precursoras de calcio y fésforo para la preparacion
de los sistemas de CHI/HAp y obtuvieron como fase
inorganica una hidroxiapatita estequiométrica.” Por su
parte, Pefia et al. obtuvieron composites de quitosana
/hidroxiapatita deficiente en calcio, mezclando polvos
de brushita con CHI y utilizando como disolvente acido
citrico.®

Teniendo en cuenta el desarrollo precedente sobre
esta técnica, en el presente trabajo se prepararon por el
meétodo biomimético y se caracterizaron composites de

quitosana/hidroxiapatita deficiente en calcio (CHI
/ICDHA), a partir de disoluciones salinas precursoras de
calcio y fésforo diferentes a las reportadas (que evitan
la degradacion por hidrélisis de la estructura final del
composite, intrinseca del empleo de disoluciones acidas
o0 basicas), las que son mezcladas inicialmente con CHI
en acido acético, para lograr una nucleacion (formacion
del hidrégenofosfato dihidratado de calcio, DCPD) y pre-
cipitacion in situ de los cristales de la fase inorganica
(HAp) dentro de la matriz polimérica para lograr mayor
homogeneidad de los sistemas preparados y obtener un
nuevo material para sustitucion 6sea, con ventajas de
biocompatibilidad, osteoconduccion, bioactividad y
biodegradabilidad.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién de composites de quitosana/hidroxia-
patita (CHI/HAp)

__ Se utilizé quitosana de langosta (Panulirus argus,
Mv = 1,4 - 10° g/mol, grado de desacetilacién = 96.3 %)
obtenida en el laboratorio. El resto de los reactivos pro-
cedieron de PANREAC, Espafia.

La obtencion de los composites de CHI/HAp se realizd
en dos etapas: precipitacion in situ det hidrégenofosfato
de calcio dihidratado (CaHPO, - 2H,0), y posterior hi-
drolisis de este aHAp [Ca,,_ Na (PO,),_, (CO,) (OH),], cu-
yas reacciones pueden formularse como sigue:

CHI
ey + 2H,0 =y CaHPO, - 2H,0,

+2HAc,, 1)

CaAc

2(ac.)

+ NaH,PO

X CHI
(10-x)CaHPO, 2H,0 + 3-Na,PO,  +xH,CO, = ——p

Calo—xNax(PO4)6—x(CO3)x(OH)2(s) + é.l%ﬁH3po4(ac.)

+ (18 -2x)H,0 @)

Se prepararon tres composiciones de composite
con diferentes razones en peso CHI/HAp: 20/80, 50/50
y 80/20, mediante el procedimiento siguiente: se adicio-
nan disoluciones de NaH,PO, 5 % en peso (pH préximos
a4)y CaAc, 5 % en peso (pH ajustado a 5 con HAc gla-
cial), al volumen requerido de disolucion de CHI 3% en
peso en HAc 2 % en peso (pH préximos a 4) para lograr
la proporcion final deseada de CHI/HAp. Se deja agitan-
do hasta el dia siguiente a temperatura ambiente. La sus-
pension resultante se precipita en forma de perlas me-
diante goteo sobre una disolucién de NaOH en metanol
10 %. Las esferas de CHI/CaHPO, - 2H,O obtenidas se
dejan reposar como minimo 30 min y después se sepa-
ran por decantacién y se lavan cuatro veces con agua
fria y caliente, alternadamente. Posteriormente, se su-
mergen en una disolucion saturada de Na,PO, (pH = 12
a 13), se le aflade una disolucién de tripolifosfato de sodio
(Na,P,O,)) 1 % (en proporcién en volumende 1:1) y se
dejan a 60 °C durante 72 h, agitandolas de cuando en
vez. A las 72 h se separan las esferas de CHI/HAp por
filtracion, se lavan hasta neutralidad y se secan por
liofilizacion.

Caracterizaciéon de los composites de quitosana
/hidroxiapatita (CHI/HAp)

Analisis morfoldgico

La forma de los geles de composites obtenidos por
coacervacion y el aspecto de estas muestras después de
la liofilizacién, se observé mediante una Lupa Nikon
SMZ 1 000 acoplada a una camara de video Sony CCD -
IRIS.
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Las micrografias correspondientes a los cristales de
lafase inorganica antes (DCPD) y después de la hidrolisis
con Na,PO, (HAp), obtenidas en iguales condiciones
que los composites, pero en ausencia de CHI, fueron
tomadas con un microscopio 6ptico ZEISS Axiotech
a 500x.

Espectroscopia IR

Los espectros IR de los composites y de sus compo-
nentes puros, se obtuvieron en un espectrofotémetro
FTIR Bruker Tensor 27 con el programa de computa-
cion OPUS, en el intervalo de 4 000 a 400 cm™, emplean-
do la técnica de pastilla de KBr para la preparacion de
las muestras.

Difraccion de rayos X (DRX)

Los analisis fueron realizados en el difractémetro
Bruker AXS D8 Advance con rotacion de la muestra. La
corriente del &nodo fue de 40 mA, el voltajede 40 kVy la
radiacion CuK (A =1,5406 A). Las mediciones se reali-
zaron en un intervalo desde 5 hasta 80° (20) y un inter-
valo angular o paso del goniometro de 0,01° y con un
tiempo de conteo de 0,5 s . Las muestras se prensaron
en forma de pastillas para su analisis.

Analisis térmico

La caracterizacion termogravimétrica fue realizada
en un sistema de analisis térmico simultaneo STA 409 C
Jupiter&(NETZSCH, Alemania) con corriente de aire, a
una velocidad de flujo de aire de 200 cm?®min, con una
velocidad de calentamiento de 2 °C/min, utilizando un
termopar de Pt/Rh y referencia de alimina.

RESULTADOS Y DISCUSION
Preparacion de composites de CHI/HAp. Analisis
morfologico

Las tres composiciones seleccionadas de composites
de CHI/HAp fueron obtenidas en forma de esferas, de-
bido al método de coacervacién empleado. No obstante,
a medida que aumenta la composicion de la fase
inorganica, la forma de las particulas es més irregular y
para la composicion CHI/HAp: 20/80 tienen una aparien-
cia de particulas mas pequefias e irregulares. Asimismo,
las muestras de mayor contenido de CHI presentaban una
morfologia esférica mas perfecta (Fig. 1a), resultado 16gi-
co de esperar teniendo en cuenta la reconocida capaci-
dad de la quitosana de formar particulas esféricas en las
condiciones empleadas. Esta forma se conserva aun des-
pués del secado por liofilizacién (Fig. 1b).

Las diferencias morfologicas entre el precursor
CaHPO,  2H,0Oy la fase inorganica final, HAp, se pudie-
ron analizar a través de las micrografias de los geles de
las muestras, antes y después de la hidrolisis con Na,PO,
(Fig. 2). Se pudo apreciar que en la primera etapa la fase
inorganica que precipitaes CaHPO,- 2H,0, en forma de

cristales aplanados caracteristicos. Sin embargo, des-
pués de la hidrélisis con Na,PO, se observan cristales,
homogéneamente dispersos, en forma de agujas que son
caracteristicos de apatita. La morfologia de la fase
apatitica obtenida se diferencia de la reportada en tra-
bajos anteriores para la HAp estequiométrica, la cual se
presenta en forma de placas con similar forma
macroscoépica a la del CaHPO,- 2H,O de partida.®*

Espectroscopia Infrarroja

Los espectros IR de los composites (Fig. 3) presenta-
ron las bandas caracteristicas de la quitosana, a través
de las bandas a 1 657 (Amida I) y 1 597 (doblaje del gru-
po-NH.,), tipicas de la quitosana. El espectro FTIR mos-
tr6 también, los picos de absorcion caracteristicos de la
hidroxiapatita, ademas de la presencia de sustitucion
por carbonato.?

Las bandas a 1 024 y 960 cm™ han sido asignadas a
las vibraciones de estrechamiento de los iones PO * y
las bandas a 605 y 568 cm™, a las vibraciones de deforma-
cion de los iones fosfato. La banda observada a 1 101 cm™
pudo asignarse al anion HPO,” de la fase mineral. La
presencia de bandas en el intervalo de 1 500 a 1 400 cm?,
conjuntamente con la banda a 874 cm™, indica la pre-
sencia de iones carbonato en la apatita.281012

Como el mineral del hueso humano contiene una
cantidad importante de carbonato (4 a 8 % en peso), la
presencia de carbonato en los composites CHI/HAp
resulta ventajosa, ya que incrementa la bioactividad de
la apatita, lo que puede contribuir a una mayor
osteoconduccion en la implantacion. Adicionalmente,
la hidroxiapatita obtenida en estas condiciones, present6
poca cristalinidad, lo que se pudo corroborar por la exis-
tencia en el espectro de solo dos picos alrededor de los
600 cm™, en lugar de tres de apatitas que aparecen en
diferentes reportes para una fase mas cristalina como
la HAp estequiométrica.?

Analisis térmico

Las curvas termogravimétricas (TG), térmicas dife-
renciales (ATD) y termogravimétricas diferenciales
(DTG) de los sistemas de las diferentes composiciones
(Fig. 4), permitieron observar las tres etapas fundamen-
tales de descomposicion de la quitosana.’®1®

En la primera etapa, tiene lugar un cambio
endotérmico en el que se produce una pérdida de peso
asociada a la pérdida de H,O del sistema. Posteriormen-
te, el segundo intervalo de temperatura se caracteriza
por un proceso exotérmico complejo en el que se produ-
ce la deshidratacién de los anillos sacaridos,
despolimerizacion y descomposicion de las unidades
acetiladas y desacetiladas del polimero. Finalmente, la

Fig. 1. Composites de CHI/HAp: 80/20 en forma de geles (a) y después de la liofilizacion (b).
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Fig. 2. Microgrartias opticas (bUUX) correspondientes a 10s cristales de la Tase Inorganica antes (DCPD) y despues de la hidrélisis

con Na,PO, (HAp) en ausencia de CHI.
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Fig. 3. Espectros FTIR de la hidroxiapatita, la quitosanay los
tres composites preparados.

tercera etapa de pirdlisis se relaciona con la descompo-
sicion oxidativa de los residuos de quitosana.'¢

A partir de los termogramas obtenidos (Fig. 4), se
pudo apreciar que al variar la composicion de las mues-
tras, las curvas termogravimétricas y térmicas diferen-
ciales fueron desplazadas a diferentes temperaturas, de
modo que, tanto las temperaturas maximas de las cur-
vas de DTG como los intervalos de temperatura co-
rrespondientes a cada etapa difieren (Tabla 1), lo que
es indicativo de la existencia de interaccion entre la
matriz de quitosana y la fase apatitica.? Esto puede de-
berse a que, al mezclar la quitosana con otros compues-
tos como la hidroxiapatita, disminuye su cristalinidad,
el ordenamiento de las cadenas poliméricas y por ende,
se desestabiliza el compuesto.’ Es por ello que en la me-
dida que aumenta el contenido de CHI en los composites,
estos resultan mas estables térmicamente, lo que se evi-
dencia en el incremento de las temperaturas (Tabla 1).

El porcentaje de pérdida de peso final se
incremento, como era de esperar, a medida que el con-
tenido de quitosana era mayor (Tabla 2). Este resulta-
do esta en concordancia con los de Murugan et al.,
quienes obtuvieron una pérdida de peso total propor-
cional a la concentracion de CHI incorporada a los
composites preparados.?

A partir de lasuma de la pérdida de peso de la segun-
da y tercera etapas correspondientes a la descomposi-
cion propia de la CHI, teniendo en cuenta el residuo

obtenido a 580 °C de la HAp y considerando la adicion
de ambas fases como el 100 % de toda la fase organica e
inorganica presente, se pudieron determinar las com-
posiciones finales o porcentuales resultantes de cada una
de las fases en los sistemas preparados, asi como la re-
lacion final de los composites de CHI/HAp, las cuales se
corresponden con las composiciones de las mezclas ini-
ciales dada la similitud encontrada entre la composicion
que tedricamente se pretendia preparar y las relaciones
finales de los composites obtenidos (Tabla 2). Este re-
sultado demuestra la efectividad del método empleado
en el presente trabajo.

Difraccion de rayos X (DRX)

Fueron obtenidos los patrones de difracciéon de ra-
yos X de los composites, la quitosana de partida y la
hidroxiapatita preparada de igual forma que la descrita
para los composites, pero en ausencia de quitosana (Fig. 5).
Para comprobar la presencia de la fase de hidroxiapatita
esperada se muestra el patrén de rayos X reportado en
la base de datos PCPDFWIN-98 de la CDHA, cuya ficha
cristalogréfica es la 46 — 0 905.

Del analisis de los difractogramas de rayos X para
los composites de CHI/HAp: 80/20, 50/50, 20/80 y la CHI
pura (Fig. 5), se evidenci6 un elevado contenido de com-
ponente amorfo perteneciente a la CHI.2"'®* También se
pudo apreciar la presencia de CDHA en los composites,

Tabla 1. Resultados de TG, ATD y DTG.

Composicion Etapas Maximo DTG AT
tedrica descomposicion (°C)
CHI/HAp 20/80 Primera 36 30-140
Segunda 242 200-295
Tercera 326 313-372
CHI/HAp 50/50 Primera a7 35-150
Segunda 235 210-327
Tercera 449 383-520
CHI/HAp 80/20 Primera 69 30-150
Segunda 270 235-405
Tercera 458 425-718
Tabla 2. Resultados de pérdidas de peso.
H,O CHI Residuo a 580 °C
CHI/Hap CHI/HAp
tedrico (%) Final
20/80 5,6 17,2 77,2 18,2/81,8
50/50 6,5 45,6 47,9 48,8/51,2
80/20 6,9 69,43 23,66 74,6/25,4
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Fig. 4. Curvas termogravimétrica (TG), de analisis térmico di-
ferencial (ATD) y termogravimétrica diferencial (DTG) de los
composites. a) 20/80. b) 50/50. c) 80/20.

pues en todos se destacan las lineas de mayor intensi-
dad de la fase hidroxiapatita esperada: 26 = 31,7° (211);
32,2° (112); 32,8° (300). La posible obtencién de la fase
hidroxiapatita esperada, pudiera justificarse ademas, por
la presencia de iones sodio en gran concentracion en el
medio de hidrdlisis y por la escasa cristalinidad, obser-
vada a través del ensanchamiento de los picos de
difraccion, lo que indica el pequefio tamario de los cris-
tales de la apatita formada in situ.

Ademas la hidroxiapatita (JCPDF 9 - 432) y una pe-
quefia cantidad de -CaNaPO, (JCPDF 29 - 1 193), esta
ultima, mezcla de B-TCP con los iones sodio del medio

de hidrdlisis, fueron las fases cristalinas detectadas por
difraccion de rayos X en los residuos después de calci-
nar los composites a 1 000 °C durante 15 h . Segun se
refiere, la aparicion de otras fases fosfato célcicas cuan-
do se calcina la HAp, indica que la fase mineral difiere
de la hidroxiapatita estequiométrica.?

De este modo, mediante este método de preparacion
de las muestras in situ a bajas temperaturas, que ade-
mas resulta adecuado por la sencillez de la sintesis, es
posible obtener composites con las caracteristicas
morfoldgicas, microestructurales y composicion desea-
das, obteniendo como fase inorganica mayoritaria la es-
perada CDHA, lo que ratifica la efectividad y ventajas
en relacion con otras técnicas, de la novedosa técnica
biomimética en la obtencidén de composites de quitosana
con fosfatos de calcio como la hidroxiapatita, pues in-
tentando imitar la naturaleza dsea, se obtienen peque-
fios cristales de una hidroxiapatita no estequiométrica,
deficiente en calcio y poco cristalina dentro de una ma-
triz polimérica de quitosana que exhibe una buena
interaccion entre las diferentes fases.'2202

CONCLUSIONES

Se prepararon composites de CHI/CDHA con una
relacion de componentes 20/80, 50/50 y 80/20 mediante
un nuevo método caracterizado por la formacion in situ
de cristales pequefios de CDHA a partir de CaHPO, -
2H,0 dentro de una matriz polimérica de CHI. Los es-
pectros FTIR de los composites evidenciaron la presen-
cia de las fases principales (CHI y CDHA) y también de
carbonato asociado a la apatita, lo cual resulta ventajo-
so0, para lograr una mayor osteoconduccion de estos sis-
temas. El analisis térmico mostré la existencia de
interaccion entre la matriz y el componente inorganico,
asi como una correspondencia aproximadamente direc-
ta de la composicién de la mezcla inicial con la del
composite resultante, lo que permite confirmar la efec-
tividad del método empleado. Los patrones de difraccion
de rayos X de los composites permitieron verificar la
presencia de la fase de hidroxiapatita esperada, CDHA.
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Fig. 5. Patrones de difraccién de rayos X de los componentes
individuales (CHI y CDHA), los composites y patréon reportado
para CDHA (46-0 905).
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El ensanchamiento de los picos de DRX es indicativo
del pequefio tamario de los cristales de la apatita forma-
dain situ.

En general, se pudo comprobar, que el método de
precipitacion in situ resulta més ventajoso que los otros
en que se mezcla quitosana y polvos de apatita, ya que
se logran sistemas donde los cristales de hidroxiapatita
no estequiométrica, deficiente en calcio y poco cristali-
nase encuentran homogéneamente dispersos dentro de
una matriz polimérica de quitosana exhibiendo una bue-
na interaccién entre ambas fases, lo que resulta venta-
joso para lograr una mayor biodegradabilidad,
bioactividad y osteoconduccidn del sistema estudiado
en su futuro empleo como sustituto dseo.
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