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Evaluacion de la citotoxicidad de fosfatos de calcio sintetizados a diferentes
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Resumen

En el presente estudio, se sintetizaron polvos de fosfato de calcio via hidrotermal con relaciones molares Ca/P de 1.5,
1.67 y 2.0. La cristalinidad y fase se determinaron mediante analisis de difraccion de rayos X, la formacion de los fosfatos de
calcio se evidencio mediante la espectrofotometria de infrarrojo. La estabilidad térmica medida por analisis termogravimétrico
demostr6 que la muestra con relacion molar Ca/P: 1.67 (hidroxiapatita) es mas estable. La morfologia de los polvos se observo
mediante microscopia electronica de barrido. Los estudios de citotoxicidad con la linea celular NIH-3T3 de fibroblastos de raton
en concentraciones de 10 mg/ml, indicaron que los polvos obtenidos con diferentes relaciones Ca/P son citocompatibles.
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Abstract

In the present study, calcium phosphate powders were synthesized hydrothermally with Ca/P molar ratios of 1.5, 1.67,
and 2.0. The crystallinity and phase were determined by X-ray diffraction analysis, and the formation of calcium phosphates was
evidenced by infrared spectrophotometry. Thermal stability measured by thermogravimetric analysis showed that the sample
with Ca/P molar ratio: 1.67 (hydroxyapatite) is more stable. The morphology of the powders was observed by scanning electron
microscopy. Cytotoxicity studies with the NIH-3T3 cell line of mouse fibroblasts at concentrations of 10 mg/ml indicated that
the powders obtained with different Ca/P ratios are cytocompatible.

Keywords: hydroxyapatite, hydrothermal, cytotoxicity.

1. Introduccion material poroso o granular es util en la cirugia 6sea o en el
recubrimiento de implantes metalicos. (Prakasam et. al,
Las particulas ceramicas de fosfato de calcio (CaP) han  2017). Dentro de los ceramicos de CaP, la hidroxiapatita es uno
demostrado tener interesantes propiedades para su aplicacion ~ de los materiales més utilizados en diversas aplicaciones
en distintas areas, especialmente en la ingenieria de tejidos  biomédicas, incluida la reconstruccion dOsea. (Malhotra &
(Prakash et. al., 2009) debido a la similitud de su composicion ~ Habibovic, 2016), (Liu et. al., 2008).
con el hueso natural y alta biocompatibilidad con los tejidos Se ha demostrado los materiales de CaP tienen el potencial
vivos, ademas de presentar bioafinidad y osteoconduccion.  de reparar defectos postquiriirgicos de tamafio critico al
(Mobasherpour., et.al. 2007) La aplicacion de CaP como
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proporcionar un entorno fisico y quimico para la formacion de
hueso nuevo. (Roy et. al. ,2012), (Boanini, et.al. 2006).
Teniendo en cuenta las amplias propiedades de estos
compuestos, varias investigaciones han centrado su atencion
en el desarrollo de diferentes métodos para su sintesis que
controlen la relacion molar calcio/foésforo con el propdsito de
satisfacer necesidades bioldgicas especificas. Por ejemplo, la
hidroxiapatita (HAp) con una relacion de Ca/P de 1.67,
formula quimica (Cas(PO4);0H) se utiliza ampliamente como
material de injerto 6seo o como revestimientos sobre metales,
aleaciones metalicas o polimeros para mejorar el crecimiento
del hueso en implantes ortopédicos. (Auclair-Daigle et. al.,
2005), (Habibovic, P. et.al. 2002). La hidroxiapatita cristaliza
en la fase hexagonal y monoclinica siendo la mas estable la
primera estructura. El fosfato tricalcico (TCP) con una relacion
Ca/P de 1.5, formula quimica (Ca3(POs),) se ha estudiado
como agente de administracion de farmacos (Wei, et. al.,
2018), (Kundu et. al, 2010) o cementos inyectables.
(Sariibrahimoglu et. al., 2014). El fosfato tetracalcico (TTCP)
con una relacion Ca/P= 2 es el mas basico de los fosfatos de
calcio, con formula quimica (Cas(PO4),0) se utiliza como un
componente de algunos cementos de fosfato calcico que tienen

aplicaciones médicas, tiene una estructura cristalina
monoclinica y presenta estrechas similitudes con la
hidroxiapatita.

El poder controlar la relacion molar Ca/P de los fosfatos
calcicos permite favorecer su biodegradabilidad, y modificar
su estabilidad; como resultado, se incrementa el nimero de
aplicaciones. Si se requiere su empleo en aplicaciones clinicas
(Motskin et. al., 2009) es necesario realizar una evaluacion de
su citotoxicidad.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la citotoxicidad
de polvos de fosfatos de calcio con relaciones molares de Ca/P
=1.5, 1.67 y 2.0 sintetizados por el método hidrotermal.

2. Metodologia experimental
2.1. Sintesis de particulas

La sintesis de los polvos de CaP con diferentes relaciones
molares (Ca/P= 1.5, 1.67 y 2.0) se realizd por el método
hidrotermal. Primero, se disolvieron por separado el nitrato de
calcio tetra-hidratado (CaNO;-4H,0, Mallinckrodt 99%) y el
hidrogenofosfato de amonio ((NH4):HPO4, Baker Analyzed
98.7%) en agua destilada. La solucion de nitrato de calcio se
afladié gota a gota (~1 ml/min) en la solucién de fosfato de
amonio que fue agitada continuamente a 700 rpm, produciendo
un precipitado blanco.

La relacion molar de la mezcla de CaNOs-4H,0 y (NH4),HPO4
se ajustd de acuerdo con las relaciones Ca/P deseadas (1.5,
1.67 y 2.0) en la solucion de fosfatos de calcio, manteniendo
constante la molaridad de la solucion de fosforo. El valor del
pH se ajusto a 11 afiadiendo gotas de una solucién de NaOH al
1.5 M. La mezcla de los precursores se agitdé a 700 rpm, se
calent6 a 60 °C durante 30 min. La suspension se introdujo en
un recipiente de teflon herméticamente cerrado y se calento a
200 °C en una estufa durante 15 h. El precipitado obtenido se
lavo tres veces con agua desionizada utilizando una centrifuga

a 8000 rpm por 15 min, finalmente los polvos lavados se
secaron a 120 °C durante 8 h.

2.2. Técnicas de caracterizacion

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR) se realiz6 con un espectrofotometro Perkin-Elmer
Spectrum Two. El espectro se registrd en 32 barridos en el
rango de 4000-500 c¢cm!. La identificacion de las fases
cristalinas de los polvos se llevé a cabo mediante difraccion de
rayos X (DRX) a temperatura ambiente utilizando un
difractometro BRUKER D8 ADVANCE ECO con radiacion
Cu Ko incidente (A = 1.54184 A), en el rango 20 de 10 a 60°.
Las caracteristicas morfologicas de los polvos se investigaron
con un microscopio electronico de barrido JOEL modelo JSM-
6000 en alto vacio y con una tension de aceleracion de 5 kV.
Las pruebas de estabilidad térmica se realizaron mediante
analisis termogravimétrico utilizando un kit TA instruments
modelo SDT Q600 de 25 a 1000°C, con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min.

2.3. Pruebas de citocompatibilidad in vitro

Se prepard una solucion de MTT (bromuro de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio, un  tetrazol)
dispersando 10 mg de la muestra en 10 ml de solucion
equilibrada de Hank. La linea celular utilizada (1x10°
células/ml de fibroblastos de raton NIH-3T3) se mantuvo en
una placa de 96 pocillos que contenia MEM (medio esencial
minimo) complementado con 10% de suero fetal de ternera
inactivado por calor (FCS), que contenia 5% de mezcla de
gentamicina, penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina
(100 g/ml) en presencia de 5% de CO,, a 37 °C, durante 3-4
dias. El efecto de inhibicion del crecimiento in vitro del
compuesto de prueba se evalué6 mediante la determinacion
espectrofotométrica de la conversion del bromuro de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-definiltetrazolio (MTT) a "azul de
formazan" por las células vivas. Se retird6 el liquido
sobrenadante de la placa y se afadi6 solucién salina
equilibrada de Hank fresca y se trato con diferentes
concentraciones de extracto, debidamente diluidas con DMSO
(dimetilsulfoxido) que se utiliz6 como control en este ensayo.
Tras 24 horas de incubacion a 37 °C en una atmosfera
humidificada de 5% de CO,, el medio se sustituyd por la
solucion de fosfato de calcio a una concentracion de 10 mg/ml
para otras 96 horas de incubacion. Se form6 un precipitado,
entonces el liquido sobrenadante se aspird cuidadosamente, los
cristales precipitados se solubilizaron afiadiendo 20 pL de
DMSO y se midio la densidad 6ptica a una longitud de onda
de 570 nm a las 12, 24, 48, 72, 84 y 96 horas de incubacion. La
tasa relativa de células (RGR %) se estimé mediante (1).

DO media del compuesto

RGR (%) =

x 100 1)

DO media del control

Los valores de RGR% se clasificaron a partir de los valores de
densidad optica (DO) o absorbancia de acuerdo con la norma
china GB/T 16886.5-2003, 0 y | representan la ausencia de
citotoxicidad, mientras que 2, 3, 4 y 5 representan diferentes
niveles de citotoxicidad. Se ha reportado que para RGR% >100
el nivel de citotoxicidad es 0, para 99 > RGR% >75 es 1; 74 >
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RGR% >50 es 2, 49 > RGR% >25 es 3, 24> RGR% >1 es 4, y
RGR% =0es 5 (Weietal., 2019).

3. Resultados y discusion

El anélisis de la fase cristalina de los polvos sintetizados se
realiz6 mediante estudios de difraccion de rayos X. La Figura
1 muestra el patrén de difraccion de los polvos de CaP, se
observa que las relaciones molares de la sintesis forman tres
compuestos; fosfato tricalcico, hidroxiapatita y fosfato
tetracalcico los cuales fueron totalmente identificadas con las
cartas ICCD (Centro Internacional de Datos de Difraccion)
029-0359, 009-0432 y 025-1137 respectivamente.
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Figura 1: Patréon de DRX de los polvos de TCP, HAy TTCP b)
desplazamiento de los picos de difraccion.

Todos los picos de difraccion para los polvos sintetizados
usando la relacion Ca/P =1.5, 1.67 y 2 mostraron picos
definidos lo cual sugiere una buena cristalizacion.

El tamafio de cristalito de la red se calculd con el programa
HighScore Plus. Este programa se basa en el método Warren -
Averbach, que se establece mediante la ecuacion de Scherrer:

L = KA (2)

Bmcosb

donde L es el tamafio medio de los cristalitos, 8, la anchura
total del pico a la mitad del maximo de la intensidad, A es la
longitud de onda de la radiacion de rayos X (1.54178 A), K es
la constante relacionada con la forma del cristalito (0.9). los
valores del tamafio de cristalita mayores de 57 nm confirma
esta observacion, ya que polvos mejor cristalizados estan
asociados a un gran tamaiio de cristalito.

El patron de difraccion del TTCP, muestra la presencia de la
triada de picos caracteristicos de la HA (211), (112) y (300)
entre 20 = 30-35°. Estos picos se traslapan con la fase
monoclinica (simetria P21/b grupo espacial 14) del TTCP
localizados a 31.8°, 32.37° y 32.8° que corresponden a los
planos (221), (212) y (212), respectivamente. La figura 1b
muestra un corrimiento en las posiciones 26 esto confirma la
presencia de las fase monoclinica y hexagonal de HA. Los
picos localizados a 20 = 28.3, 29.3, 29.8°, correspondientes a
los planos (211), (032), (040) se asocian a la fase monoclinica
del TTCP (Mondal et. al., 2012).

El patron de difraccion de la muestra de HA, revela una tinica
fase correspondiente a una estructura hexagonal cristalina. Se
observa una diferencia en intensidades de los picos principales,
especialmente para los planos (002) y (211) en comparativa
con la muestra TTCP que demostro tener picos de difraccion
similares a la HA. Para la sintesis con relacion Ca/P = 1.5 se
observan los picos de difraccion asociados al TCP, existen
impurezas asociados a las condiciones de sintesis. Para aislar
las estructuras cristalinas de TCP y TTCP se debe realizar
cambios en temperatura y tiempo de reaccion.

La Figura 2 revela las bandas de absorcion caracteristicas de
los compuestos de CaP siendo evidente la banda situada
alrededor de 1000-1100 cm™! que corresponde al modo de
vibracion de estiramiento asimétrico para el grupo PO4*
(Rocha et. al., 2005).

Transmitancia / u.a.
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Numero de onda / cm™

Figura 2: Espectro FTIR de los polvos de TCP, HA y TTCP sintetizados via
hidrotermal

La banda a 565 cm™ corresponde a la vibracion de estiramiento
P-O simétrica del grupo PO,*. Todos los espectros mostrados
dan lugar a las bandas de absorcion caracteristicas de las
apatitas. La banda localizada alrededor de 630 cm!, que es
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atribuido al modo vibracional de los grupos OH de la
hidroxiapatita. Por lo cual, todos los CaP contiene una pequefia
presencia de HA tal como se mostré en los resultados de DRX.

Los analisis termogravimétricos de los polvos de CaP se
muestran en la Figura 3. Cuando se emplean métodos de
sintesis por via himedo suelen estar presentes especies
relacionadas a los precursores y las soluciones ajustadoras de
pH por los cual un analisis termogravimétrico es una técnica
que permite el andlisis cualitativo y cuantitativo de sustancias
sometiéndolas a una temperatura elevada, evaluando los
cambios en la masa con respecto al cambio de temperatura. Las
pérdidas de peso que se muestran principalmente ocurren en
tres pasos, la primera pérdida se debe al agua débilmente
atrapada en el material de la muestra, la segunda y tercera
pérdida se deben a la descomposicion y la liberacion de los
componentes contaminantes. En los termogramas se aprecia
una disminucion de peso con una pendiente caracteristica hasta
300 °C; se observa una pérdida peso de 2.24,2.40 y 3.10% para
los polvos de TCP, HA y TTCP, respectivamente, debido a la
eliminacion del agua adsorbida, débilmente ligada. En el
intervalo de 300-700 °C, se lleva a cabo la descomposicion del
HPO,*, las pérdidas fueron del 3.55% para las muestras TCP
y HA, y del 5.26% para la muestra TTCP. En el rango de 700—
1100 °C, la pérdida de peso se debid a la descomposicion del

P204_.
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Figura 3 Andlisis termogravimétrico de los polvos de TCP, HA y TTCP
sintetizados via hidrotermal

La muestra TCP tiene una marcada pérdida de peso a 900 °C,
para TTCP a 1000 °C, mientras que los polvos de HA
mostraron un peso constante después los 900 °C (Ozawa, M.,
& Suzuki, S. 2002). Con esta técnica se demostro que los tres
polvos tienen un comportamiento muy similar en la pérdida de
peso hasta 300 °C, derivados a el agua adsorbida; las
diferencias entre estas se derivan a la naturaleza de las
condiciones de sintesis. Por lo cual, se espera que se
mantengan las propiedades de los polvos ya que estd perdida
de masa solo se le asocia a un proceso fisico.

La Figura 4 muestra las micrografias de electronica de barrido
de los compuestos de CaP Se observan particulas con
morfologia no homogénea aglomerados. La micrografia revela
que la HA tiene menor aglomeracién en comparacion del
TTCP y TCP.

Figura 4: Micrografias por MEB de los polvos de TCP, HA y TTCP
sintetizados via hidrotermal

Para realizar el estudio de citotoxicidad se prepararon
suspensiones a concentraciones de 5, 10, 15 y 20 mg/ml de
polvos de los polvos de CaP. La solubilidad de los ceramicos
en agua es muy baja por lo cual se obtienen suspensiones que
tienden a precipitar con el tiempo. Por lo cual fue importante
determinar la concentracion de los polvos en un cierto tiempo;
en la Figura 5 se describe el comportamiento de la
sedimentacion a través del tiempo se aprecia que la suspension
de los polvos a 10 mg/ml presentd una curva de sedimentacion
mas lenta, es decir, la suspension es mas estable comparada
con las otras concentraciones. Por lo tanto, para el analisis de
citotoxicidad, se eligié una concentracion de 10 mg/ml. Esta
concentracion se puede comprar con otras concentraciones
reportadas por Mondal et.al., 2016 quienes evalu¢ la viabilidad
celular utilizando una concentracion de 0.1 mg/ml, obteniendo
una alta bioactividad y no toxicidad de las nanoparticulas. Por
otra parte, Shitara et. al., 2014 utilizaron una concentracion de
1 mg/ml en las dispersiones de polvo de HA. Demostré un
RGR de hasta el 98% atribuyendo la alta viabilidad a la
estabilidad de la dispersion a diferentes concentraciones y al
tratamiento térmico que tenia cada muestra, al dar tratamiento
térmico las particulas se volvian mas cristalinas y estables
quimicamente, permitiendo una mejor dispersion.
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Figura 5: Sedimentacion de particulas de HA
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Una forma directa de relacionar la citotoxicidad en compuestos
de fosfatos de calcio es la viabilidad de los osteoblastos al
respecto Liu et al. (2008), en pruebas in vitro, demostraron que
la relacion Ca/P influye en la viabilidad de los osteoblastos de
hecho también demostraron que las fases secundarias como el
CaO promueven la variacion de osteoblastos. Por lo tanto, en
este trabajo se observa que los valores de la citotoxicidad estan
directamente relacionada la relacion Ca/P, se observaron
valores més a los RGR% a mayor relacion Ca/P, este valor
puede ser influenciado también por las mezclas de fases que se
evidenciaron en los resultados de difraccion de rayos X (figura
1). De forma similar, en los resultados obtenidos durante este
trabajo, la relacion molar 1.5 (TCP), presento6 una tasa relativa
de células mas alta en comparacion con la muestra de la
relacion molar Ca/P igual a 2. Asimismo, el porcentaje de
células viables que se determindé a partir del valor de
absorbancia (DO) de los ensayos con MTT (Tabla 1), indico
que el rango de citotoxicidad de 1 para todas las muestras, ya
que se obtuvo un rango de citotoxicidad de 1 para todas las
muestras por lo cual no existi6 dafio celular

Tabla 1: Absorbancia promedio, tasa relativa celular y rango de citotoxicidad
de las muestras de CaP de concentracion 10 mg/ml.

Muestra Promediode | RGR/ % Rango de
densidad citotoxicidad
optica / DE
TCP 1.951 £.003 90.7442 1 (non-cytotoxic)
HA 1.773 £ .061 82.4651 1 (non-cytotoxic)
TTCP 1.632 +.108 75.907 1 (non-cytotoxic)

*RGR% tasa relativa de células, DE desviacion estindar

De manera congruente con lo reportado previamente por Liu
et al. (2008), todas las muestras estudiadas tuvieron el valor de
densidad optica estable hasta las 96 h (Figura 6), es decir, no
perdieron su propiedad de no toxicidad durante ese tiempo.
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Figura 6: Viabilidad celular de las muestras

4. Conclusion

Los analisis XRD y FTIR de los polvos de CP confirmaron la
formacion de las fases TCP y HA, la muestra TTCP presento
una mezcla con la fase HA. El estudio de citotoxicidad
demostrd la no citotoxicidad de las muestras con la linea
celular de fibroblastos NIH-3T3. En conclusion, las muestras

de fosfatos de calcio obtenidas por la via hidrotermal propuesta
son citocompatibles, dando indicios de su posible aplicacion
en la ingenieria de tejidos como la implantacion 6sea o para el
tratamiento de infecciones cutaneas.
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