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RESUMEN

Se estudid por el método microelectroforético la influencia de los iones H*, OH, Na-,
K, Cl, Ca**, y PO, sobre el potencial zeta (P.Z.) de hidroxiapatita (HAP) sintética.
Se prepararon soluciones de cloruros de sodio, potasio, y calcio que correspondieran
alcontenido promedioy alarelacién Na*/K* de saliva en reposo (SSR) y en secrecion
(SSS). También se midié el P.Z. de HAP en saliva natural centrifugada (SNC). Se
encontro que los iones H', OH, Ca* y PO‘ 3 son determinantes, Los iones K*,
Na* y Cl' parecen comportarse indiferentemente cuando son los Unicos presentes
en solucion.Las medidas en SSR y SSS parecen indicar intercambio de sodio par
calcio en HAP. Es probable que los iones fosfato y/o sustancias organicas adsorbidas
desempefien un papel predominante en determinar el P.Z de HAP en saliva natural.

ABSTRACT

The influence of H*, OH', Na*, K*, CI', Ca**, and PO, on the zeta potential (Z.P,) ol
synthetic hydroxyapatite (HAP) was studied by means of the microelectrophoretic
technigue. HAP Z.P. was measured in natural centrifuged saliva as well as in
aqueous solutions containing sodium, potassium and calcium chlorides in amounts
corresponding fo those concentrations and Na*/K* ratio of rest saliva (SSR), and
saliva secreted at two milliliters per minute.H*, OH, Ca** and PO, * were found to be
potential determining ions (p.d.i.). K* , Na~ and Cl appear to be non p.d.i. when alone
in solution. Measurements in SSR and SSS seem to indicate substitution of Na* for
Ca** on the surface. It is probable that phosphate ions and/or adsorbed organic
compounds play a major role in determining the Z.P. of HAP in natural saliva.

INTRODUCCION

Eldesarrollo y conocimiento de biomateriales apropiados es la Unica esperanza de
millones de personas que requieren de cirugia ortopédicapara solucionar problemas

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA Vol , 20 No, 2 (1991) 41



6seos, artriticos, articulares y dentales.Los materiales biocompatibles pueden ser;
a) bicinertes como alfa-Al,O, y e ZrO,, b) bioactivos resistentes coma la hidroxiapatita
(HAP) o la wollastonita, y ¢} bioactives biodegradables como el -fosfato tricalcico
(TCP). Porsu resistencia mecanica puedendividirse en biomateriales estructurales,
como TO, y no estructurales como HAP, TCP, y el biovidrio (1).

El concepto de bioinercia ha sido reconsiderado ya que cualquier material origina
alguna respuesta en contacto con tejidos vivos produciéndose 4 tipos de reaccion:
(i) si el material es toxico, e!tejido circundante muere; (ii) s no es toxico y se disuelve,
el tejido circundante lo reemplaza; (iii) si el material es atéxico y biologicamente
inactivo, se desarrolla una cépsula de tejido fibroso y (Iv) si el material es atéxico v
biolégicamente active se forma una unién interfacial. Los biomateriales actuales
caen en cuatro categorias que son: ceramicas, vidrios bioactivos, bioceramicas
vidriadas y materiales compuestos bioactivos.La HAP es tal vez el representate mas
prominente de lasceramicas (2). Ademas la HAP es parte inorganica muy importante
de los tejidos duros del cuerpo animal y humano.El contenido de HAP (junto con
algunos iones adsorbidos) representa el 35.0%, 45.5, 70.0 y 96.0% de huesos,
cemento, dentina y esmalte respectivamente (3,4).

En los estudios de Henchy Wilson (2) y otros (5) es evidente que la HAP puede tener
propiedades fisicoquimicas variables por diversas causas, entre las cuales estan la
presencia de iones en la interfase y el método de preparacién.La HAP generada
naturalmente por el cuerpo estd Ln contacte con fluidos biclégicos como la sangre
y la saliva que contienen iones Inorgénicos que bien pueden determinar el
comportamiento de este material,

De la estructura interfacial bromaterial-fluido biolégico puede depender total o
parcialmente la respuesta del organismo.

En el presente trabajo se estudio por medio de la técnica slectroforética, el efecto
ejercido sobre la HAP por los iones inorganicos mas abundantes en la salivacomo
sonNa*,K*,Ca*,Cl, OH, H*y PO, Las concentraciones promedio correspondientes
a los cuatro primeros iones en saliva total dé adultos es 14.4,20.7, 3.1 y
23.28 meq/l, elpH promedio es 6.4y el contenido de fosforo inorganico
149 mg/L (6).

PARTE EXPERIMENTAL

En este estudio se empleé NaCl, KCI, CaCl,2H,0 y NaH,PO,.1H,0 para preparar
las soluciones. El pH se ajustd con NaOH y HCl.Tedos los reactivos fueron de
calidad analitica. El agua fue destiladay desmineralizada con cartuchos de camada
mixta y su conductividad fue de 0.8uS cm™' 0 menor a 19°C.

La HAP fue sintetizada en un trabajo de grado (7) por el método de Jarcho (8)
excluyendo el CO, completamente.La sinterizacién se efectué entre 1000y 1100°C
durante una hora.La relacién molar calcio/tésforo fue de 1.67.El producto se
caracterizé por |.R. y S.E.M., ademas paso las pruebas establecidas por la U.S.P.
XXl paraalfosfatode calcio tribésico (9).No se aplicd ninguna precaucidn paraevitar
el contacto del CO, atmostérico con la HAP durante los experimentos, ya que el
diéxido de carbono tiene acceso al esmate dental y a los lejidos duros a través de
los fluidos biolégicos.
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Lassoluciones de electrolitos se prepararon cubriendo un rango de concentraciones
que incluyera los valores normales para saliva total de adultos y luego se saturaron
con HAP durante 15 dias.Se filtraron por membranas de 0.22um de diametro de
poroy la ausencia de particulas se constaté bajo el ultramicroscopio.Los valores de
pH inicial y de equilibrio se midieron a 37°C al preparar las soluciones y después de
medir las movilidades.El pH-metro empleado fue el modelo 820 de Schott, Great
Lake Instruments con electrodo combinada, previamente calibrado con el patron de
pH del instrumento y dos soluciones tampdén en el rango de lectruras.Las
conductividades eléctricas se midieron en el conductimetro del zetametro y ademas
con un conductimetro Schott Geréte CG-857 con celda de inmersion de electrodos
de platino platinizado.El zetametro usado fue el aparato de microelectroforesis Zeta
Meter Inc., New York, N.Y. con celda de Plexiglas y electrodos de platino recubierto
con platino negro electrodepositado.La celda fue previamente calibrada en cuanio
adiametro, area transversal, distancia efectiva entre electrodos y tamano de escala.

La relacién sodio-potasio varia de 0.7 para saliva en reposo a 1.35 para saliva en
secrecion de 2 mli/min, mientras que el contenido de Ca** no varia (6).Para estudiar
el efecto de estos iones en conjunto, se prepararon dos soluciones, la primera con
20.7 meq/L de potasio, relacion sodio-potasio 0.7 y 3.1 meg/L de Ca*, solucion
que se denomind saliva sintética en reposo (SSR), la segunda solucion con
20.7 meg/L de potasio, relacién sodio-potasio de 1.35y 3.1 meg/L de Ca~ sedenomind
saliva sintética en secrecion (SSS).Vale la pena anotar que el contenido de sodio
en la saliva, a diferencia del potasio, depende del volumen de secrecion (8).

Para comprobar el comportamiento de la saliva natural se empleé una muestra de
saliva de un donante adulto sano.La filtracién a través de la membrana de 0.22 um
fue practicamente imposible, por lo que se centrifugé a 12000 rpm durante 75
minutos para eliminar bacterias, células y otras particulas que pudieran interferir en
la determinacion de la movilidad electroforética. Esta muestra no se saturé con HAP
por contener calcio y fésfato en cantidades que exceden el producto de actividad

Para efecto de calcular el potencial zeta de HAP/SNC no se puede aproximar la
viscosidad a la del agua.La SNC se termostatd a 37°C y se le determind su
viscosidad realtiva en viscosimetro de Ubbelohde.La HAP seca se agregd a los
electrolitos a 37 °C entre 5 y 10 minutos antes de vertir la suspension a la celda de
lectura.

La velocidad de migracion de la HAP se midié bajo un gradiente de potencial fijado
segun la conductividad eléctrica de cada muestra, y se tomaron entre 12 y 20
lecturas de tiempo y distancia, alternando polaridades para evitar la polarizacién
y formacion de gases en los electrodos. El 4rea superficial de la HAP fue de

0.84 m*/g y se hallé por el método de B.E.T. con nitrégenc a la temperatura del aire
liquido.

CALCULOS
Se hallé la movilidad electroforética con los datos de distancia migrada, tiempo

promedio, distancia etectiva de electrodo y potencial eléctrico aplicado. El potencial
zeta se calculd con la movilidad, por medio de la ecuacién de Henry (11).
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Con lafuerza lonica se determind el aspasor de la atméstera idnica (I/K) que rodea
las particulas suspendidas.Con el valor Ka (relacion de dimensiones del radio “a" de
la particula coloidal respecto a I’K) se calculd el valor de la funcion f (Ka) para cada
muestra.Laconstante dieléctrica (D) que se usd en la ecuacionde Henry corresponde
aladel agua a 37°C.El valor de D= 74.17 se interpolé por regresion lineal de datos
en un intervalo de temperaturas supariores e inferiores (12).Se tomé la viscosidad
del agua a 37 °C (6.915x10%gem™' s7') para los célculos, por tratarse de soluciones
electroliticas diluidas y suspensiones de baja fraccidn sélida.La viscosidad medida
para la SNC fue de 8.03x 107 gem™'s''.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se hallan los datos de potencial zeta y movilidad electroforética
obtenidos en funcién del pH de equilibrio de suspensionesde HAP, Elcomportamiento
seobservaenlafigura1.Lacurvaindicaque losiones H*y OH son iones determinantes
de potencial de suspensiones acuosas de HAP.E| puntoisoeléctrico (P.I.E.) tiene un
valor aproximado de 5.3 a 5.4.Los punios de carga cero (P.C.C.) que son iguales al
P.|.E.cuando no hay adsorcién especifica han sido reportados con valores entre
4.35 y 8.5 (13). Durante la preparacién de las soluciones se observé que el pH
variaba al saturar con HAP, crecinndo los pH bajos y decreciendo los altos.igual
efecto fue reportado por Bell, Pos~ ar y Quirk (13) quienes encontraron que los pH
iniciales inferiores al P.1.LE. crecen y los superiores disminuyen,

TABLA No. 1
MOVILIDAD ELECTROFORETICA ¥ POTENCIAL ZETA DE HAP
EN FUNCION DEL pH

pHeq Use Z
3.68 +1.01 +10.96
6.06 -0.65 -5.86
671 -1.22 -13.18
7.23 -1.14 -12.08
7.30 -1.22 -12.92
7.66 -1.48 -15.66
10.30 -2.10 22

Uglem?siviix10? =4pm
Z (mV) pHeq =pH en equilibric

La variacién del P.Z. con | de NaCl (tabla 2) sefala valores siempre negativos muy
similares a los encontrados por &l autor de este trabajo con el mismo sistema en
un estudio anterios que empled una muestra diferente de HAP (14).

EINaCl (figura 2) presenta puntos que para una relacion lineal lienen un coeficiente

de correlacién bajo (-0.547), ademas de una pendiente negativa (-11.64), quse
indicaria un leve aumento de potencial zeta negativo con la fuerza idnica. Por estas
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Grdfico 1: Potencial ? de HAP -vs- pH equilibrio

dos razones y por comparacion con la referencia 14 parece mejor relacionar los
puntos por una curva.El NaCl ha sido sefialado como electrolito indiferente (15)
mientras que otros autores (13) lo consideran determinante.El potencial negativo
seria originado simplemente porque el pH es superior al PIE.

Lacurva Z vs | para el KCI (tabla 2) tiene un coeficiente de correlacidn lineal bajo
(+0.32), en parte causado porque el pH de la suspension a =0 es de 6.71 y el resto
de puntos estan a pH 7.01-7,08.De cualquier forma la pendiente positiva (+10.44)
correspende a la disminucién de Z con | creciente por el efecto de compresion de
la doble capa (11), que es caracteristico de los electrolitos indiferentes tal como se
ha encontrado por técnicas de titulacion de superficies (13).

Lacurva correspondiente al cloruro de calcio (tabla 3, figura 2}, muestraque el calcio
es un ion determinante muy activo, pues atin a fuerza idnica muy baja es capaz de
invertir ia polaridad inicialmente negativa.Esta capacidad rebasa |a influencia del pH
que a valores entre 7.0 y 8.7 deberia producir P. .Z. negativo (figura 1).

El caso del fostato es interesante pues tiene dos tendencias opuestas que crecen
simultdneamente. Por los datos de la tabla 3 y la figura 2 se nota que el ién fosfato
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TABLA 2
MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y POTENCIAL ZETA DE HAP
CONTRA FUERZA IONICA DE NaCl y KCI

i pHeq Ue z

0.00 871 1.22 131 NaCl -
0.02 7.06 .35 14,3 NaCl
0.04 7.17 1,35 143 NaCl
0.08 7.11 1.23 13.0 NaCl
0.12 7.07 .47 5.6 NaCl
0.00 6.71 1,22 131 KCI
0.02 7.08 1,51 16,0 KCl
0.04 7.06 4,21 128 KCl
0.08 7.15 -1.10 116 KCl
012 7.01 1,29 136 Kel

Ue lem?s'! V1), 2 {mV); a=4fm; pHeq =pH en equilibrio

TABLA No, 3
MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y POTENCIAL ZETA
DE HAP EN FUNCION DE FUERZA IONICA DE CaCl2+
NeH2 PDa, SSR, 855 Y SNC

I pHeq Ue F 4
0.000 6.71 -1.22 <131 CaCl2
0.0045 7.00 0,43 4.6 CaCl2
0.015 6.72 Q.72 82 CaClz
0.046 6.73 0.74 81 CaCiz
0.160 6.76 078 8.1 CaClz
0.000 871 -1.22 <131 NaH2PO4
0.008 6.35 -1.63 16,2 NaH2PO4
0.020 5.76 1,68 174 NaH2PO4
0.080 5.22 -1.74 -18.4 NaH2PO4
0,200 4.74 -1.78 -18.56 NaH2PO4
0.0398 640 -0.64 6.7 SSR
0.0476 6.58 -0.36 -39 8S8S
0.0476 7.16 -1.47 -18.1 SNC

velem?a "W hix10%; a=4um; 2(mV); pHen =pH en equilibrio.

parece acrecentar el potencial ya negativo alcanzando abaja concentracion un valor
de P.Z. aproximadamente constante.La sal empleada fueNaH,PO,_1H,O que
disminuye el pH con el aumento de concentracién.Esta sal nos proporciona iones
H*y PO, *quetienden a volver positivo y negativo respectivamente el P.Z.Los puntos
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Grdfico 2: Potencial 3 de HAP -vs-Fuerza idnica deNaCl x,KCle, PO, (d"*a

correspondientes a fuerza ionica 0.060 y 0.200 tienen pH inferior al P.LE. y por lo
tanto el potencial deberia ser positivo.Sin embarge el efecto del idn fosfato
prevalece frente aldel pHy en lacurva no se notatendencia a una pendiente positiva
en esta zona de la gréfica.

Tanto el Ca™ come el PO, son capaces de contrarrestar el efecto de los iones OH-
y H* respectivamente.Se puede decir que probablemente, encuanto acapacidad de
controlar la polaridad, el Ca** = PO, > OH = H", Los iones Cl, Na*, y K* parecen
componarse como electrolitos inditerentes.

El efecto del fosfato es menos notorio que el del calcio por el pH de las suspensiones
que causa un core negativo a |=0.El efecto comparativo de los dos iones
determinantes se podria evaluar mejor si se mantuviera el pH de las soluciones en
el P.I.E.y se variara la fuerza idnica de calcio o fosiato.

Para elcasode SSR lafuerzaionicadel calcio es suficiente para causar un potencial
positivo, sin embargo el potencial es de poca magnitud y negativo. A pH de 6.40 el
potencial deberia ser del orden de -9.0 mV.El NaCl y el KCl independientemante no
parecen afectar el polencial.El calcio es capaz de tornar positivo el potencial
negativo causado por &l pH, pero en este caso no es asl.Cabe pensar en varias
posibilidades: a) Que en el lado de la solucién se den reacciones que disminuyan
la cantidad de calcio disponible (hidrélisis, acomplejamiento por clorures originados
en la disociacion del NaCl y el KCI) cosa poco posible por |2 baja concentracion.b)
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Adsorcién de especies que inhiban la llegada de iones calcio.Esta Ultima puede
estar de acuerdo con la referencia 13 en donde se hallé que el P.C.C.se desplaza
en presencia de NaCl, sugiriendo el reemplazo de Na* por Ca** en |a superficie de
la HAP, con lo cual se podria explicar aqui la aparente disminucién de la capacidad
determinante del calcio en presencia de NaCl y KCI.

Paraelpunto Zvs. |de la SSS son cualitativamente validas las mismas aseveraciones
hechas sobre la SSR.En parte la causa de un potencial zeta mas cercano a cero
podria ser el aumento de fuerza iénica,

El potencial de HAP/SNC, bastante mas negativo que el de SSR y SSS se debe al
pH un poco mas alto, pero aln queda por explicar una tercera parle de su
magnitud.La explicacién puede yacer en la diferencia de composion entre SNC y las
soluciones acuosas SSR y SSS.En la saliva natural se hallan presentes en poca
cantidad iones no estudiados en este trabajo como yoduros, magnesio y sustancias
organicas como Urea, creatinina, amino&cidos, colina, acido Urico, histamina,
mucinas, proteinas, acido citrico, lactico, colesterol, vitaminas y enzimas (6) que
pueden estar presentes despues de la centrifugacion y podrian adsorberse sobre
la HAP y entonces el efecto de los iones no se ejerceria sobre HAP sino sobre una
nueva superficie; por ejemplo la adsorcion de una proteina con un P.|.E. diferente
al de la HAP, alteraria el efecto dz los iones estudiados.

El potencial en SNC cae casi sobre la curva de i6n fosfato.El resultado de lecturas
en SSA y SSS muestra un efecto del calcio muy disminuido.Se podria pensar que
es el anidn fosfato el que controla el potencial zeta de la HAP en presencia de NaCl
y KCl.Por supuesio estas suposiciones requieren mas experimentaciéon para
evaluar su objetividad.Seria de gran interés estudiar la posible adsorcion de

especies organicas y el papel de los"iones inorganicos en su comportamiento.
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