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GLOSARIO

Bioactividad: facultad de estimular
las respuestas celulares de un
implante en la region tratada (Martin y
Martin, 2019; Eliaz y Metoki, 2017).

Biocompatibilidad: capacidad de un
biomaterial para integrarse en el
tejido huésped, para realizar su
funcibn sin  provocar respuesta
inmune (Martin y Martin, 2019; Bittner

et al., 2019).

Biodegradabilidad: es la
degradacion de un material a partir de
un agente biologico (Martin y Martin,
2019; Ducheyne et al., 2015).

Biomaterial: sustancia inerte,
implantada o incorporada dentro de
un sistema vivo (Timofejeva et al.,

2017).

Osteoblastos: células del hueso
encargadas de la formacion Osea
(Minte et al., 2019; Florencio et al.,
2015).

Osteocitos: células que se encargan
de la formacién y resorcibn Osea
(Minte et al., 2019).

——

Osteoclastos: célula que degrada,
reabsorbe y remodela hueso

(Florencio et al., 2015).

Osteoinductividad: propiedad de
atraer células a la region del defecto y
promover su maduracion (Martin y
Martin, 2019).

Osteointegracion: crecimiento 6seo
extensivo en los poros del tejido
(Martin y Martin, 2019).

Ostedn: se aplica a la unidad
funcional y estructural de hueso
compacto, también llamado sistema
de Havers (Gong et al., 2015).

Termoplasticidad: propiedad de los
polimeros de deformarse sin rotura,

con temperatura (Chia y Wu, 2015).

Vascularizacién: conjunto y riego de
los pequefios vasos sanguineos y
linfaticos en un tejido, 6rgano o region

del organismo (Gong et al., 2015).
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RESUMEN

La finalidad del trabajo fue desarrollar la metodologia para la sintesis, la
conformacion y la impresion 3D de andamios, para emular las caracteristicas del
hueso, en la formacién de biomateriales de regeneraciéon 6sea biocompatibles y
bioactivos a partir, de la conformacion del material compuesto de bifosfato de

calcio (BCP) y &cido polilactico (PLA) en proporcion 10/90 %m/m respectivamente.

La sintesis de los andamios de BCP, con base en hidroxiapatita, HAP, y B-fosfato
tricélcico, B-TCP, en una proporcién 70/30 respectivamente, se realizdé por el
método de coprecipitacion, por medio del estudio de las condiciones de la sintesis,
con variacion de los parametros siguientes: el pH, temperatura y el tiempo de
cristalizacion. La integracion del biomaterial compuesto del BCP/PLA, se obtuvo
por el método de emulsion solido-aceite-agua, para la extrusion del filamento y la
conformacion del andamio, por impresion 3D. Los resultados mostraron la
obtencion de HAP/B-TCP en proporcién 70/30, lo que corroboré DRX y FT-IR. El
pH de la sintesis y la temperatura de cristalizacion influyeron en la proporcion de
las fases; mientras el tiempo de cristalizacién, en el tamafio de particula. En
cuanto al material compuesto de BCP/PLA, 10/90, resulté una dispersion del BCP
en la matriz polimérica, con la formacion de microesferas de acuerdo a MEB, lo
gue permitié la obtencién de un filamento homogéneo, apto para la elaboracion de
probetas por impresion 3D, conservando la misma composicion quimica en todo el

proceso.

El BCP se sintetizd a un pH de 9 y temperatura de cristalizacién de 750 °C por 2 h,
el cual se obtuvo con 99 % de pureza y tamafio de particula menor a 60 nm,
debido a estas caracteristicas del ceramico se obtuvieron las microesferas con
PLA de tamafio menor a las 10 pm. La resistencia a la compresion final de la
probeta de BCP/PLA fue de 27.46 MPa, comparable con la del hueso esponjoso.
La homogeneidad de la ceramica en el polimero y la forma del espécimen
aseguran las propiedades de biocompatibilidad y bioactividad, del andamio para

Su uso como prospecto de biomaterial para la regeneracion ésea.




INTRODUCCION

La demanda del reemplazo de tejidos y o6rganos perdidos o daflados no se
satisface con el trasplante de donantes, debido a la falta de tejidos
inmunolégicamente compatibles (Bao et al., 2019). Todo tipo de traumatismos
provoca dafios y degeneracion, no reversibles, en los tejidos del cuerpo humano,
lo que requiere tratamientos meédicos y quirdrgicos que hagan posible su

reparacion, reemplazo o regeneracion (Martin y Martin, 2019).

En el caso del tejido éseo, las enfermedades que le afectan son frecuentes, como
son las fracturas, los tumores, la osteoporosis, las infecciones y las enfermedades
reumaticas, las cuales producen lesiones irreversibles provocando una

regeneracion 6sea escasa (Martin y Martin, 2019; Timofejeva et al., 2017).

El tejido 6seo es el segundo mas trasplantado en todo el mundo, con al menos
cuatro millones de operaciones anuales de injertos o sustitutos (Martin y Martin,
2019), por ello la necesidad de generar sustitutos para los tejidos naturales
degenerados o dafados, por lo que son objeto de estudio de la ingenieria de
tejidos (Pina et al., 2015), la cual tiene el desafio de disefiar métodos funcionales
para crear tejidos artificiales, capaces de imitar las caracteristicas estructurales y

mecanicas de los tejidos nativos (Martin y Martin, 2019; Bittner et al., 2019).

La investigacion de materiales esta influenciada por el desarrollo de tecnologias
avanzadas en la ingenieria de tejidos, como la impresion 3D, para la formacién de
andamios tridimensionales, que cuenten con las caracteristicas de
biocompatibilidad y la biodegradabilidad, es decir que se integren con el tejido
naciente para evitar la degeneracion o deformacion del tejido anfitrion y, mantener
la funcion de soporte de carga durante la remodelacion 6sea (Bittner et al., 2019;
Ho et al., 2016).




Los biomateriales son definidos como sustancias inertes, implantadas o
incorporadas dentro de un sistema vivo, como la piel, los huesos, y los ligamentos,
entre otros (Narayanan et al., 2016). Se caracterizan por sus propiedades fisicas,
mecanicas, quimicas y biologicas (Timofejeva et al., 2017); para ello, la
biocompatibilidad y la bioactividad son requisitos fundamentales; debido a la
necesidad de un material amigable, con el cuerpo y que interactie quimicamente,
con la actividad fisiolégica del organismo para el beneficio de la salud de las

personas (Eliaz y Metoki, 2017).

La sustitucion o regeneracion de defectos 6seos se ha simulado con biomateriales
ceramicos como son los fosfatos de calcio, debido a su parecido estructural a la
composicion inorgénica del hueso, en los que destaca la mezcla del bifosfato de
calcio, BCP, con base en hidroxiapatita y p-fosfato tricalcico, estos materiales son
inertes, rigidos, con propiedades mecanicas escasas, lo que limita su uso como
sustituto en el organismo (Timofejeva et al., 2017); aunado a esto, la investigacion
de andamios mezclados de HAP/B-TCP es escasa (Ho et al., 2016; Torres et al.,
2013)

Las proporciones del BCP, de 70/30 de hidroxiapatita/B-fosfato tricalcico, son de
interés debido a que la hidroxiapatita se encuentra en una cantidad mayor en el
organismo, respecto a otros fosfatos de calcio. Las propiedades del BCP son:
tamafio de particula de 20 a 60 nm y pureza mayor al 99 %, las cuales se
desarrollan en funcion del método de obtencién empleado. La sintesis por
coprecipitaciébn ha mostrado ser mas eficaz que, los métodos ceramicos, sol-gel,
combustién, entre otros; por la sencillez de sintesis, procesamiento y desarrollo de
las propiedades mecanicas y de estabilidad quimica, asi como para el control del

tamafio de particula (Eliaz y Metoki, 2017).

Las bioceramicas se integran, con los polimeros en la reduccion de su fragilidad y
el aumento de las propiedades mecanicas (Torres et al., 2013). El acido
polilactico, PLA, es uno de los polimeros empleados en la conformacién de
materiales compuestos; biocompatible con el organismo, junto con el bioceramico

BCP, en proporcion 10/90 %m/m. Estos materiales compuestos de

10
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ceramica/polimero son considerados alternativos para la sustitucion de tejido duro,
como auxiliares en la reparacién y la regeneracion ésea por sus propiedades
mecanicas y una osteointegracion semejante a la composicion de los huesos
(Kaavessina et al., 2015; Fang et al., 2019).

La metodologia propuesta para la integracion de materiales compuestos, es la de
emulsiones dobles del tipo sdélido/aceite/agua. El cual es un método eficiente, en
donde el ceramico se dispersa de forma homogénea en el polimero; que conserva
y beneficia las propiedades mecanicas del material y genera osteointegracion, por
lo que se considera un candidato prometedor para la reparacion y regeneracion
O0sea (Fang et al., 2019; Watering et al., 2017; Juarez et al., 2017).

Los biomateriales compuestos usados para la regeneracion 0Osea, del tipo
ceramico/polimero son bioactivos y degradables en el organismo en el cual se
implantan; para conformarse en andamios, producidos con tecnologias de
fabricacion aditiva, como la impresién 3D. Esta tecnologia es prometedora en la
aplicacion clinica, debido a que es simple, rentable, reproducible y de arquitectura
modificable (Torres et al., 2013).

11
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1. MARCO TEORICO

1.1Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacion multidisciplinario que
combina principios de quimica, biologia, e ingenieria para el desarrollo de tejidos y
organos. Por ello, promueve el disefio de andamios combinados con células para
la sustitucion total de 6rganos o la regeneracion de tejidos (Pina et al., 2015). El
andamio provee una estructura en donde las células se infiltren y proliferen en la
matriz extracelular, a partir de un modelado bioquimico y fisico que genera

conexiones con el tejido insertado (Sobczak et al., 2017).

La arquitectura del andamio estd compuesta por tres estructuras: la macro, es la
forma general del dispositivo, el cual depende del paciente y el 6rgano o tejido a
reemplazar; la micro se refiere a la forma, el tamafio y la interconexion de los
poros en donde se realizan la penetracidon celular y el crecimiento vascular (Gong
et al., 2015); y la nano es la composicion elemental del material sustituto, parecida
a la del tejido original, para propiciar la unién de biomoléculas que generen la
adhesion, la proliferacion y la diferenciacién celular (Sobczak et al., 2017; Chia y
Wu, 2015).

La elaboracion de andamios porosos para la ingenieria de tejidos se ha realizado
a partir de métodos diferentes en los que se encuentran: la reproduccion de
espuma, electro hilado, secado en frio, impresion 3D, entre otras (Sobczak et al.,
2017).

La impresion 3D es una técnica de fabricacion de formas libres sélidas, con la
capacidad de construir y disefiar topografias complicadas en materiales de
naturaleza distinta, en la produccién de protesis, implantes y dispositivos de
aplicacion médica, con la ventaja de obtener andamios personalizados a partir de
las tomografias de los pacientes (Poologasundarampillai y Nommeots, 2017; Cox
et al., 2015).

12
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La caracteristica de esta tecnologia es el disefio capa por capa, lo que controla la
macro y la micro arquitectura del andamio debido a que es simple, rentable,
reproducible y de arquitectura modificable. El disefio del andamio se crea a partir
de un archivo con las especificaciones requeridas por el paciente, a través de un
software, seguido de la fabricacion del andamio. Las caracteristicas de la
impresion 3D, son: el equipo, el material de partida y los requisitos del andamio
final (Chia'y Wu, 2015; Torres et al., 2013).

La manufactura aditiva 3D comprende algunas de las técnicas siguientes, la
sinterizacion selectiva por laser, la inyeccion de tinta, la estereolitografia, el
modelado por deposicién fundido, entre otros. El ultimo método es destacado, por
la formacién de filamentos, a partir de un cabezal controlado, que mediante
temperatura extruye de forma precisa un material termoplastico capa a capa sobre
una plataforma de construccion (Chia y Wu, 2015; Jayachandran y Se, 2014).

Los andamios 3D son convenientes en la aplicacion clinica, por tener la funcion de
regenerar el tejido in situ mediante la estimulacién del crecimiento de las células
del tejido dafiado, mediante farmacos, factores de crecimiento y biomateriales
(Ochoa et al., 2015).

1.2 Biomateriales

La definicion de biomaterial tiene dos acepciones, uno en el area legal y otro en la
comunidad cientifica. El primero se relaciona, con un dispositivo médico destinado
para el mantenimiento, de los seres humanos (Zadpoor, 2014; Trindade et al.,
2016). Mientras que el segundo, se define como sustancia inerte, implantada o
incorporada, que controla las interacciones con componentes de los sistemas
vivos, para el reemplazo o regeneracion en la funcion del tejido en contacto intimo

con él, ya sea de manera interna o externa (Pesenti et al., 2014).
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Un biomaterial para ser insertado en el organismo, requiere que su disefio y
desarrollo tenga las caracteristicas especificas del tejido a reemplazar, es decir, Si
es blando como la piel o duro como el hueso (De la Pefia y Miranda, 2016); con el
fin de ser un soporte estructural para que residan las células y contribuya a sus

propiedades mecanicas y quimicas (Abraham, 2014).

Los biomateriales deben ser biocompatibles para inducir una respuesta apropiada
del anfitrion en el medio del organismo vivo; sin toxicidad para evitar reacciones
inflamatorias o alérgicas; bioactivos para favorecer la adhesion celular del implante
con el tejido del sistema vivo (Chen et al., 2013; Sobczak et al., 2017);
osteogénicos lo que implica el crecimiento y reparacion del tejido; y
osteoconductores relacionado al proceso, por el cual, el material inorganico
implantado, ofrece una matriz para el crecimiento de las células 6seas (Chen et
al., 2013)).

Los materiales empleados deben permitir la integracion de un tejido tridimensional
similar a la estructura anatdbmica que requiere regenerarse, con la capacidad de
alojar y permitir el crecimiento, la reproduccion y la renovacién de las células,
como lo hace de forma natural la matriz extracelular en los tejidos nativos,
mediante sefializaciones intracelulares que inhiben o inducen funciones celulares
especificas y a la vez ser biodegradables al ser eliminados por el metabolismo
propio del tejido que lo alberga (Ochoa et al., 2015; Chen et al., 2013; Sobczak et
al., 2017).

Los biomateriales se clasifican en metélicos, poliméricos, ceramicos y materiales

compuestos.
1.2.1 Metalicos

Los biomateriales metéalicos fueron los implantes usados en 1950, en la
reconstruccion de tejidos duros, tales como la mandibula, el craneo, la cadera y
las rodillas, debido a su dureza mayor a los 8 Mohs (Yi y Liu, 2017). Con ciertas
desventajas: la primera ha sido el desgaste mayor en comparacion, con el hueso

en el organismo; mientras la segunda asociada a la formacion y el
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desprendimiento de los 0xidos del metal, provocando inflamaciones y alergias. Los
metales utilizados en la ingenieria de tejidos son el hierro, el magnesio, el cesio y
el titanio (Tuj y Mohammad, 2014).

1.2.2 Poliméricos

Los biopolimeros son moléculas largas, compuestas de entidades estructurales,
llamadas unidades de repeticion, las cuales son duplicadas sucesivamente a lo
largo de la cadena. Se clasifican en dos grupos, naturales y sintéticos. Los
primeros estan presentes en el organismo o bien en la naturaleza, mientras los
segundos se han reproducido, por el ser humano, para usarse en tejidos suaves
como la piel (Yiy Liu, 2017; Li et al., 2017).

Los biopolimeros son empleados para la ingenieria de tejidos, en la reconstruccion
de andamios para tejido 0seo, las ventajas y desventajas de su uso se presentan

en la tabla 1.

Tabla 1. Materiales poliméricos usados en ingenieria de tejido 6seo.

Material Ventajas Desventajas
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PLA X X X
PGA X X
PLA-co- X X
GA
PPF X X
PPS X X
POE X X

PLA: &cido polilactico; PGA: &cido poliglicélico; PLA-co-GA: &cido polilactico copolimerizado con é&cido poliglicélico; PPF: polipropilen
fumarato; PPS: polipoliol sebacato; POE: poli-orto-éster (Roldan et al., 2016).
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1.2.2.1 Acido polilactico, PLA

El PLA es un poliéster alifatico, derivado de productos agricolas de facil
disponibilidad comercial, es estudiado y utilizado para aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas como tornillos para huesos y andamios para la ingeniera de tejidos,
figura 1 (Roohani et al., 2016).

Figura 1. Estructura del PLA.

El PLA posee las caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad,
propiedades mecénicas atractivas y termoplasticidad, las cuales proporcionan la
manipulacion y el soporte estructural temporal para la sustitucion de tejido blando

u érganos, tabla 2 (Lee et al., 2013).

Tabla 2. Propiedades del PLA (Andrew 2012; Carrasco et al., 2010; Russias et al.,

2007).
Propiedades
Temperatura (°C) Mecanicas
Transicion vitrea, tg 60 Resistencia a la tension (Mpa) 14-120
Fusion 153-180 | Modulo de Young(Gpa) 2.7-3.8
Procesado 210-230 | Alargamiento a la rotura (%) 4-7

La degradacion del PLA en acido lactico en el fluido corporal a 25 °C, es de
aproximadamente 5 afios, para optimizar el tiempo se realizan investigaciones del
comportamiento del PLA en combinaciéon con otros materiales para mejorar la

eficiencia del biopolimero (Moataz et al., 2017).
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1.2.3 Ceramicos

Los bioceramicos han reemplazado a los implantes metalicos, debido a que son
inertes y no desprenden sustancias toxicas en el organismo; por lo que se usan en
el remplazo de tejidos duros y presentan caracteristicas de bioactividad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad. Los bioceramicos se dividen en tres grupos
representativos: a) los bioinertes, como la zirconia y la alimina; b) los bioactivos,
como es el caso del biovidrio, 45S5 (45% de silicio y 5% en relacion molar de
CaO/P205) y c) los bioadsorbibles entre los que destacan los fosfatos de calcio por

su capacidad de regular las funciones celulares del hueso (Ducheyne et al., 2015).
1.2.3.1 Fosfatos de calcio

Los fosfatos de calcio, CPs, se utilizan como rellenos de huecos y para defectos
0seos segmentarios sin carga, debido a sus caracteristicas de manejo clinico y su
capacidad para promover el crecimiento natural del hueso (Narayanan et al., 2016;
Boanini et al., 2010). Los CPs cuentan con varias especies: el fosfato de calcio
amorfo (ACP), el fosfato célcico dihidratado (DCPD), el fosfato octacalcico (OCP),
el B-fosfato tricalcico (B-TCP) y la hidroxiapatita (HAP), por mencionar algunos
(Candeiro et al., 2012); cada una se caracteriza por tener una relacion de
calcio/fésforo, (Ca/P) y solubilidades diferentes en funcion de su estructura, tabla
3.
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Tabla 3. Especies de fosfato de calcio (Eliaz y Metoki, 2017; Lee et al., 2016).

Nombre Simbolos Formula Ca/P | Solubilidad
a37°C,-
log(Ks)
Fosfato monocalcico MCPM/MCPH Ca(H2P04)2*H20 0.5
monohidratado
Fosfato monocalcico MCPA/MCP Ca(H2PO04)2 0.5
anhidrido
Fosfato DCPD CaHPO4*2H20 1 6.63
dicélcicodihidratado
(Brushita)
Fosfato dicalcico DCPA/DCP CaHPO4 1 7.02
anhidrido (Monetita)
Fosfato octacélcico OCP Casg(HPO4)2(PO4)4*5H20 1.33 95.9
B-Fosfato tricalcico B-TCP Caz(POa4)2 15 295
a-Fosfato tricélcico a-TCP Caz(POa4): 15 25.5
Apatita deficiente en ACP Cax(PO4)y*nH20 1.2-2.2 1.0
calcio
Hidroxiapatita HA/HAP Cai1o(PO4)s(OH)2 1.67 117.2

1.2.3.1.1 Hidroxiapatita, HAP

El fosfato de calcio hidratado, HAP, denominada como hidroxiapatita, por su
nombre mineral, de formula Caio0(PO4)s(OH)2, forma alrededor del 90 % peso seco
de la composicion inorgéanica de los huesos; por lo cual es utilizada en areas
clinicas diversas, como ortopedia y odontologia, por tener propiedades
osteoconductivas, bioactivas y biocompatibles; debidas a la similitud, con el
material inorganico de los huesos y dientes (Eliaz y Metoki, 2017; Bohner et al.,
2012).

La estructura quimica de la HAP tiene el grupo espacial P6s/m, con parametros de
red de a=9.432 Ay ¢=6.881 A (Bohner et al., 2012; Timofejeva et al., 2017), donde
el calcio se coordina con el oxigeno de dos formas. En la primera coordinacion de

calcio, Ca(1), el fésforo forma tetraedros de cuatro oxigenos que rodean al calcio,
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mientras la segunda coordinacion, Ca(2), tiene cuatro grupos PO43 circundantes, y

dos OH" en la superficie (Lin et al., 2015), figura 2.

Figura 2. a) Estructura de la HAP; b) coordinacién del calcio 1, Ca(1); c) coordinacion del
calcio 2, Ca(2) (Lin et al., 2015).

1.2.3.1.2 Beta fosfato tricalcico, B-TCP

El beta fosfato tricalcico apatitico (B-TCP) de férmula Cas(POas)2 presenta tres
polimorfos, el B-TCP con temperatura de transiciéon a 1120 °C a a-TCP, estable
hasta 1470 °C donde aparece el o’-TCP (Reyes et al., 2013). La fase beta es
estable y se caracteriza por ser insoluble, parcialmente en agua a temperatura
ambiente, utilizada en la sustitucion del hueso (Kaavessina et al., 2015). El B-TCP
se encuentra de forma biol6gica en el organismo, en los célculos dentales,
salivales y urinarios; caries dentales; cartilago artritico; en algunos depdésitos de

tejidos blandos y, en la formacion del hueso joven (Plazas y Ardila, 2016).

La estructura del B-TCP tiene el grupo espacial R3c (Elliott, 1994), con parametros
de celda a=10.4352 A y ¢=37.4023 A, presenta 5 coordinaciones de calcio, la
diferencia entre ellos es el numero de coordinacién con el oxigeno, para el calcio
en la posicion 1, Ca(1) coordina con 7; en la posicion 2, el Ca(2) coordina con 6 u
8; el Ca(3) con 8; el Ca(4) con 3y el Ca(5) con 6; mientras, el fosforo forma 3 tipos
de tetraedros, los cuales dependen de la coordinacién con el oxigeno (Yashima et
al., 2003; Matsunaga et al., 2015), figura 3.
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Figura 3. a) Estructura del B-TCP vista alo largo de [0001], b) y ¢) indican las
configuraciones de los grupos CaOn y POsen las columnas b y ¢ (Yashima et al., 2003).

1.2.3.1.3 Bifosfato de calcio BCP

El uso individual de HAP y B-TCP presenta limitaciones, en cuanto a la fragilidad vy,
la resistencia a la fatiga baja, razén del desarrollo de las ceramicas de fosfato
bifasico de calcio, con base en HAP y [B-TCP, en la obtencion de mejores
propiedades mecénicas, bioactividad y biodegradabidad debido al control de la
solubilidad del ceramico, lo que le permite ser un compuesto apto para la
regeneracion 6sea (Ebrahimi et al., 2017; Logesh et al., 2019).
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La HAP tiene una dureza de 7 en escala de Mohs mayor que, la del B-TCP de 5,
por lo cual no es apta para su uso en implantes temporales; mientras el B-TCP
tiene una tasa de disolucion méas rapida que la tasa de formacién del hueso
biolégico, lo que lleva a un probable fallo mecanico del implante, por ello el BCP
busca equilibrar la estabilidad de la HAP con el B-TCP, para la reconstruccion de
defectos 6seos en maxilofacial, aplicaciones dentales y ortopédicas (Eliaz y
Metoki, 2017).

La proporcién del BCP es dificil de comparar, debido a que estudios diversos han
variado el contenido de HAP/B-TCP desde 50/50 hasta 90/10, en donde ha sido
empleada en animales y partes del cuerpo diferentes, por lo cual no hay un
estandar de una mezcla ideal, por ello la investigacion de andamios HAP/B-TCP
es escasa (Ho et al., 2016; Prezas et al., 2017; Ebrahimi et al., 2017; Liu et al.,
2008). No obstante, el BCP en 70/30 de HAP/B-TCP, aumenta la actividad celular
respecto a las proporciones 50/50-90/10, debido a que la hidroxiapatita de forma

natural se encuentra en cantidad mayor en el organismo (Shuai et al., 2013).

La relacion Ca/P de la bifase influye en el comportamiento biolégico del organismo
(Ebrahimi et al., 2017), la relacion 1.6, con HAP dominante y B-TCP en proporcién
menor, tiene mejor bioactividad en los fluidos respecto a relaciones menores a 1.5
y mayores a 2, por el control de solubilidad del ceramico, la HAP genera
biocompatibilidad, mientras el B-TCP genera la biodegradacion del implante (Shim
et al., 2017; Shuai et al., 2013).

La bioactividad del BCP no depende Unicamente de la proporcion utilizada de
HAP/B-TCP, también lo es del tamafio de particula, porque la matriz extracelular
de los tejidos u 6rganos naturales tienen una dimensién menor a 60 nm, por ello la
bifase debe cumplir este parametro, para proporcionar una actividad biol6ogica

parecida a la de los tejidos a sustituir (Gong et al., 2015).

En el mejoramiento de las propiedades mecanicas del BCP, se ha investigado el
desarrollo de materiales compuestos, con polimeros y metales para incrementar el

valor de la resistencia a la traccion y el médulo de la elasticidad, en los tejidos a
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sustituir o regenerar, conservando las caracteristicas de la bifase, como la

estabilidad, la dureza y la solubilidad en agua (Baradaran et al., 2014), tabla 4.

Tabla 4. Propiedades mecénicas de HAP y B-TCP (Eliaz y Metoki, 2017).

Resistencia a la Modulo de

traccion (Mpa) Young(Gpa)
HAP 120/900 35/120
B-TCP 20/120 8.9/13.5

1.2.3.2 Obtencién de BCP

La HAP, el B-TCP y el BCP se han producido a partir de fuentes naturales como el
cascaron de huevo y de huesos de animales. La obtencion de cerdmicos a partir
de hueso tiene costos de produccién elevados, implican lavados acidos o
alcalinos, reacciones de pirdlisis e incluso varios ciclos de calcinacion. El producto
de HAP con B-TCP por este método tiene otras fases, como el a-fosfato tricalcico,
el fosfato octacalcico y el hidroxido de calcio (Sobczak et al., 2017), compuestos
incompatibles con el organismo, lo que no hace viable la obtencion de la bifase de
HAP/B-TCP para aplicaciones biomédicas, por ello se han obtenido por otras rutas
de sintesis, tales como el de estado sdlido, la mecanosintesis, el sol-gel y, la

coprecipitaciéon, entre otras (Bohner et al., 2012).

La sintesis de fosfatos de calcio, por estado sélido, se produce a partir de los
oxidos o las sales de fésforo y de calcio, molturadas para ser sometidas a reaccion
y cristalizacién, con producto de tamafio de particula nanométrico, entre 20-65 nm
y con presencia de carbonatos; con las desventajas de tiempo largo de molienda y
la temperatura de cristalizacion mayor a los 1000 °C durante varios dias
(Timofejeva et al., 2017; Arkin et al., 2015).

La mecanosintesis se lleva a cabo con la micronizacién de los 6xidos o las sales
de fésforo y de calcio. En esta sintesis el producto sélido con tamarfio de particula
de 200 nm esta en funcion de la eficacia de la molienda, con tiempos de reaccion,

desde horas hasta de dias, con equipo costoso (Reza et al., 2017).
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En el método de sol-gel se realiza una suspension coloidal con las sales de calcio
y fosforo, la cual se hidroliza y condensa para formar un gel, con secado posterior
y cristalizacion. Est4 ruta de sintesis produce HAP de tamafio nanométrica en el
intervalo de 19-115 nm, con presencia del 6xido de calcio, CaO (Baradaran et al.,
2014; Juarez et al., 2017).

La sintesis de BCP, por el método de coprecipitacion, parte de las sales de fésforo
y calcio, controlando la velocidad de adicion y el pH; para obtener el precipitado se
reposa un lapso de tiempo, posteriormente se filtra, lava, seca y cristaliza (Reyes
et al., 2018; Juéarez et al., 2017).

La sintesis por coprecipitacion en comparacion con los métodos de estado sélido,
mecanosintesis, y sol-gel, es amigable con el ambiente; produce un rendimiento
mayor al noventa por ciento, con particulas de tamafio hanométrico de 8-80 nm
(Kaavessina et al., 2015; Luo et al., 2015; Juarez et al., 2017), incluso la facilidad
de variar las condiciones: la temperatura, tiempo y pH de sintesis; tiempo de
afiejamiento y secado; temperatura y tiempo de cristalizacion, lo que favorece el

control de la morfologia y el porcentaje de las fases presentes.

El estudio de la sintesis por coprecipitacién, del BCP en relacion 70/30, HAP/B-
TCP en un paso es escaso (Hong et al., 2017), mientras que en las publicaciones
de esta relacion las condiciones de sintesis no han sido reproducibles (Hong et al.,
2017; Xidaki et al., 2018). En algunos trabajos usaron la mezcla de los fosfatos de
calcio en forma individual, a través de la sintesis de HAP y B-TCP por separado
(Marchi et al., 2013; Silva et al., 2016) o bien se adquirieron de forma comercial,
para posteriormente realizar la mezcla de las fases; en el primer caso el consumo
de tiempo fue mayor y el BCP careci6 de homogeneidad. Y, en el segundo, en la
cual los reactivos se adquirieron comercialmente, el tamafio de particula es mayor
a los 100 nm y la pureza de los ceramicos estan establecidos por el proveedor, no
siempre del que se requiere, con el inconveniente de que los materiales necesitan
sinterizacién (Xu et al., 2017; Tan et al., 2013).
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1.2.4 Materiales compuestos

Un material compuesto es un sistema integrado, por la combinacién de dos o mas
constituyentes, con estructuras y composiciones quimicas diferentes e
insolubilidad entre ellos, con la ventaja de conformar un material de caracteristicas
distintas a los de partida (Li et al., 2017; Watering et al., 2012), figura 4. La fase en
proporcion mayor forma una matriz continua rodeada por otras fases (Bao et al.,
2019).

Zirconia (BruxZir); Disilicato de litio
(e.maxCAD); Alumina (Biocare), In
Ceram; IPS; Fosfatos de calcio.

/ \
Metal/Porcelana : - ;
Ceromero (Ceramico/Polimero
Ni-Ti/PorcNi-Cr/Porcel / N\ (Ceramico/ )
\ Cuarzo/Acrilico
Coronas

Fibra de C/Polietileno

Ceramometalicas Materiales

compuestos.
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/ | N\
/ | N\
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> >
\

Polietileno, Poliamida,

Acero Inoxidable M : ' —
J etal-Polimero paraaplicaciones C .
paraap Acido polilactico.

Titanio, Cobalto. biomédicas

Figura 4. Materiales compuestos.

Los materiales poliméricos, metalicos o ceramicos debido a la limitacién en sus
propiedades quimicas y mecanicas, no cumplen con todos los requisitos de
bioactividad, rigidez, elasticidad y plasticidad para aplicaciones especificas. Por lo
tanto, la mayoria de las investigaciones utilizan la combinacion de materiales con
atributos diferentes, para aprovechar la ventaja de cada especie individual al lograr
un rendimiento optimizado, rugosidad de la superficie, propiedades mecanicas

mejoradas y degradacion (Bao et al., 2019).
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1.2.4.1 Hueso

El hueso es un material compuesto presente en la naturaleza, el cual esta formado
en su peso seco por 65 % de material inorganico y el 35 % de, organico; la
primera porcién esta constituida por los fosfatos de calcio y la segunda por el
colageno (Narayanan et al., 2016). El hueso consta de dos partes principales, una
cubierta compacta llamada hueso cortical y el nlcleo poroso llamado esponjoso o

hueso trabecular.

El hueso cortical es la capa densa que brinda proteccion y soporte al tejido, se
compone de unidades de osteones que se repiten; mientras el hueso esponjoso
esta hecho de una estructura interconectada de trabéculas con espacios libres
llenos de médula ésea. Estas unidades de trabéculas y osteones estan
compuestas de fibras de colageno y cristales de fosfato de calcio, lo que permite la
migracion celular, vascularizacién y crecimiento de tejido nuevo. (Gong et al.,
2015).

El hueso a diferencia de otros tejidos del organismo, no es inerte, es remodelado
continuamente a partir de 3 tipos de células: osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. En conjunto tienen funciones importantes como la locomocién, el
soporte, la proteccion de tejido suave y el alojamiento de la medula ésea
(Florencio et al., 2015).

La remodelacion 6sea es un proceso complicado por el cual el hueso viejo es
reemplazado por nuevo, en un ciclo de tres fases: 1) inicio de la resorcién Osea
por osteoclastos, 2) la transicion de la reabsorcién y 3) la formacién 6sea por
osteoblastos. Debido, a que el proceso se produce por las acciones coordinadas
de los osteoclastos, los osteoblastos, los osteocitos y células de revestimiento
0seo que forman la estructura anatomica temporal de la unidad basica multicelular
(BMU) (Florencio et al., 2015; Riancho y Delgado, 2011).

El sustituto del tejido éseo debe funcionar y emular las condiciones naturales del

hueso, como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la estructura quimica y las
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propiedades mecanicas, para proporcionar un andamio temporal de regeneracion

de tejido en el organismo huésped, tabla 5 (Florencio et al., 2015).

Tabla 5. Propiedades mecénicas del hueso (Monmaturapoj et al., 2017; Roohani et
al., 2016; Rho et al., 1993).

Resistencia a la Resistencia a la Moddulo de
compresion (Mpa) traccion (Mpa) elasticidad (Gpa)
Cortical 100-150 68.9 18.6--20.7
Esponjoso 0.2-40 35 10.4-14.8

El hueso se ha reproducido de forma sintética, con base en los fosfatos de calcio,
como el BCP y las matrices poliméricas. Los primeros sustituyen al material
inorganico, cuyo tamafio de particula hanométrico se requiere entre los 20 a 60
nm, indispensables en las bioceramicas; ya que favorece la biocompatibilidad con
el organismo y la afinidad con las células formadoras de hueso (Abraham, 2014;
Chen et al., 2013; Narayanan et al., 2016; Lee et al., 2013). Mientras que, en la
parte organica del hueso se usan polimeros, como el acido polilactico, PLA,
debido a su biodegradacién y biocompatibilidad, favoreciendo la regeneracion y el

reemplazo 6seo (Watering et al., 2012, Narayanan et al., 2016; Lee et al., 2013).
1.2.4.2 Incorporacion de materiales compuestos para la sustitucion de tejido éseo

La conformacion de los materiales compuestos de BCP con PLA ha sido y se
continda investigando para su uso como implantes de regeneracion 0sea, en el
aumento de la osteoconductividad, que permite al material proveer un ambiente
apropiado para la formacion de hueso nuevo, induciendo el crecimiento 0seo,

regenerando el hueso dafiado (Esposito et al., 2017).

Las caracteristicas deseadas en la conformacién del material compuesto son la
dispersién del ceramico en el polimero, con rendimientos mayores al 80 %, lo cual
es posible con la formacion de microesferas a partir de la evaporacion de
disolvente, con el método de la doble emulsion sélido/aceite/ agua, (so/ac/ag) (Du
et al.,, 2013; Qui et al., 2000). El método consiste en realizar una solucién de

polimero en un disolvente organico inmiscible en agua, seguido de la dispersion
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del ceramico en la solucién polimérica. La dispersion se agrega a una fase acuosa
formando una emulsion continua obteniendo gotitas discretas. Estas microesferas
se difunden en la interfase agua/aire. A medida que se produce la evaporacion del
disolvente, las microesferas se endurecen, se separan por filtracion y secado (Qui
et al., 2000; Russias et al., 2006).

El tamafio de la microesfera esta en funcién de la concentracion del polimero a
utilizar, en el caso del PLA a concentraciones mayores al 12 %m/v, el tamafio de
la esfera aumenta hasta 300 um, mientras que para concentraciones de 4% m/v,
se esperan tamafios menores a las 100 pum del material compuesto, lo que

fomenta la actividad en el plasma sanguineo (Qui et al., 2000).

La proporcion de fosfato de calcio respecto al polimero se ha igualado a la del
hueso en 70/30 respectivamente, por el método de emulsion doble, con la
desventaja de una proliferacion celular escasa, pérdida de resiliencia o capacidad
de absorcion de energia y propiedades mecénicas deficientes (Russias et al.,
2006). Los contenidos de ceramico del 10 al 30 %m/m mejoran las propiedades
osteoconductivas y mecanicas, con la dispersibn homogénea del ceramico en la
matriz polimérica, reduciendo la fragilidad del andamio (Bao et al., 2019; Ferri et
al., 2016; Monmaturapoj et al., 2017). Las investigaciones que se han realizado
con las proporciones del 10 al 30 %m/m en contenido de ceramica, tienen
propiedades osteoconductivas, de mayor regeneracion ésea, respecto a las que
tienen contenidos mayores al 50 %m/m (Ferri et al., 2016). La proporciéon 10/90
%m/m de ceramica/polimero ha permitido que el ceramico se encuentre embebido
en la matriz polimérica dando por resultado mejores propiedades mecanicas, con
respecto a las relaciones 20/80 o 30/70 (Tarafder et al., 2013).

La formacién de apatita en la superficie del hueso, es un requisito esencial cuando
se implanta en un cuerpo vivo. Un método de evaluacion del proceso de
mineralizacion biomimética consiste en la formacion in situ de los minerales
inorganicos y su union al hueso, a través de un fluido corporal simulado (FCS); el

cual, es una solucién electrolitica que reproduce la composicion inorganica del
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plasma sanguineo humano (Du et al., 2013; Russias et al., 2006; Kokubo y
Takadama, 2006).

El proposito del proyecto fue desarrollar una metodologia novedosa y sencilla para
la obtencion de los andamios de BCP/PLA por impresion 3D, en proporcion 10/90
%m/m, debido a que se mejora la regeneracion del hueso, por la incrustacion del
BCP en la matriz PLA, ademas los estudios son escasos en comparacion con las
relaciones de 20 y 30 % de ceramico en la sustitucién de hueso. EI BCP y el PLA
fueron elegidos para realizar un andamio de regeneracion 0sea de composicion

qguimica similar a la del hueso, para emular su comportamiento.

El desarrollo del proyecto se realizd, por medio de la sintesis para HAP/B-TCP en
70/30 para favorecer la osteoconductividad en la bifase, la cual se hizo por el
meétodo de coprecipitacion. Esto se debid a la necesidad de obtener la BCP en una
etapa de sintesis con la relacion 70/30, la pureza del 99 % y tamafio de particula
menor a 60 nm, debido a la falta de reproducibilidad en las investigaciones
publicadas (Hong et al., 2017; Xidaki et al.,, 2018). Para lo cual, en el trabajo
experimental se estudiaron las condiciones siguientes: el pH, la temperatura y el
tiempo de cristalizacién. En cuanto a la temperatura de sintesis y el tiempo de
afiejamiento, fueron obtenidos en estudios previos (Reyes et al., 2018; Juarez et
al., 2017).

La integracién del biomaterial, BCP/PLA, se realizd en la proporcién 10/90 %m/m,
para la formacion de material homogéneo, con actividad celular, a partir del
método de doble emulsion sélido-aceite-agua. ElI material compuesto fue extruido,
en funcién de la temperatura para la obtencion de los filamentos, para ser impreso

por 3D, en funcion de la velocidad y la temperatura de impresion.

La caracterizacion de los materiales obtenidos en la sintesis, la conformacion e
impresion se llevé a cabo, por: difraccibn de rayos X de polvos (DRX),
espectroscopia de absorcion infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR),
microscopia optica, microscopia electronica de barrido (MEB) y el ensayo de

compresion.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar la metodologia de sintesis, la conformacién y la impresion 3D de
andamios de material compuesto BCP/PLA, para biomateriales de regeneracion

Osea.
2.2 Objetivos especificos

e Estudiar las condiciones de la sintesis del bioceramico BCP, con base en
HAP/B-TCP, 70/30, por el método de coprecipitacion.

e Integracion del material compuesto BCP/PLA, 10/90, por el método de
emulsién doble soélido/aceite/agua y la obtencién del filamento.

e Realizar la impresion 3D para la conformacion del andamio BCP/PLA por
deposicion de material fundido.

e Caracterizar el bioceramico, el material compuesto y el andamio, con las
técnicas de difraccion de rayos X de polvos (DRX), el célculo del tamafio de
particula por la ecuacion de Scherrer, espectroscopia de absorcidon
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), microscopia Ooptica,

microscopia electronica de barrido (MEB) y ensayo de compresion.

2.3 Hipotesis

Si se producen biomateriales BCP/PLA con una dispersibn homogénea del
ceramico en el polimero, se obtendran andamios impresos por 3D con resistencia
a la compresion comparable con las del hueso esponjoso, para su aplicacion en

implantes de regeneracion 0sea.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos

+ Nitrato de calcio tetrahidratado, Ca(NO3)2-4H20: pureza 99.95 %.

Fosfato de amoniodibasico, (NH4)2HPOa4: pureza 99.98 %, P.M. 132.063
g/mol.

Hidroxido de amonio, NH4OH: 28.49 %, P.M. 38.049 g/mol.

Cloruro de metileno, CH2Cl2: pureza 99 %, P.M. 84.93 g/mol.

Alcohol polivinilico, PVA: pureza 99 %, P.M. 89,000-98,000.

Acido polilactico, PLA: biomaterial biodegradable.

Agua destilada, H20.

¥+

(SRS S S

3.2 Equipo

La extrusora Filastruder Pro (Laboratorio de Ceramica, Fac. Quimica, UNAM), con
boquilla de salida circular de 1.75 mm se utilizé para la obtencion del flamento del

material compuesto.

La impresora 3D Flashforge Creator-Pro (Laboratorio de Ceramica, Facultad de
Quimica, UNAM), que se us6 en la impresion de los andamios, con la capacidad
de construccién de (227 x 148 x 150) mm, resolucion de capa de (100-500) um, y
diametro de cabezal de 0.4 mm.

3.3 Caracterizacion

3.3.1 Difraccién de rayos X de polvos (DRX): la caracterizacion de las fases se
realizé con un difractdmetro Siemens D5000 (USAII-UNAM), radiacion de CuKal
filtrada con Ni, A= 1.5406 A, con una constante de tiempo de 0.4 y constante de
paso angular de 0.02, a 30 Kvy 25 mA, de 10 ° a 65 ° de 26.
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3.3.1.1 Tamano de particula: se determing a partir del difractograma de rayos X,

por medio de la ecuacién de Scherrer:

B A=0.89
T Brosd

Donde: A= longitud de onda de rayos X; B= la intensidad de la sefial mayor; 6=

angulo de Bragg; T= tamafio del cristal

3.3.2 Espectroscopia de absorcion infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR):
la caracterizacion y el andlisis de grupos funcionales se llevd a cabo en un
espectrofotometro de FTIR Spectrum RXI de Perkin-Elmer (USAII-UNAM) y UATR
Two (Laboratorio de quimica inorganica 1C, F. Quimica, UNAM), en el infrarrojo
medio de 4000 a 400 cm-2.

3.3.3 Microscopia optica: la visualizacion de la microestructura de los materiales
se realiz6 en el microscopio Optico Carl Zeiss 2x (Laboratorio de Ceramica,
Facultad de Quimica, UNAM).

3.3.4 Microscopia electronica de barrido (MEB): el estudio de la topografia y
analisis elemental de superficie del material, se hizo en el equipo JEOL JSM-5900-
LV (USAII-UNAM) de resolucion 3.0 nm (SEl), HV, 5.0 nm (BEI) LV con

microanalisis Oxford ISIS.

3.3.5 Ensayo de compresion: la resistencia de compresion, del andamio de
BCP/PLA, se ejecuté en una maquina de prueba mecanicas Humboldt HM-280

(Laboratorio de Ceramica, Facultad de Quimica, UNAM).

3.4 Procedimiento experimental

La metodologia experimental para la obtencién de los andamios 3D, con base en
el material compuesto, a base de HAP/B-TCP y PLA, se desarroll6 en tres etapas,

descritas a continuacion:
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3.4.1 Sintesis del bioceramico

Las sintesis del BCP de HAP y B-TCP se realiz6 en una proporcion molar 1:61,
para 5 g de producto, a través de la adicién, de 107 mL de Ca(NO3z)2:4H20 0.1 M,
por goteo y agitacién constante, a 166 mL de (NH4)2HPO4 0.08 M; terminada la
adicion, se ajusto y controlo el pH de 8 a 10, con NH4OH y la temperatura, desde
45 a 55 °C, durante 3 h; al finalizar, se reposo, por 24 h para, su filtracion posterior
y el lavado del sdlido, con H20 destilada; el producto se secd, aproximadamente
24 h. Finalmente, se probaron las temperaturas y los tiempos de cristalizacion
desde 750 hasta 900 °C y desde 0.5 hasta 14 h, respectivamente. Un resumen de

las pruebas se encuentra la tabla 6 (Anexo |).

¢ Lavado
Ca(NO
a[NOs), H0
(NH4]2HP04
— (J‘
ToC=45.55
Ca/P:1.61
pH8-10 Secado
285°C
m Micronizado
Caracterizacion delsolido
T°C=750-900
0.5-14h

Figura 5. Metodologia para la sintesis de BCP por el método de coprecipitacién.
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3.4.2 Integracion ceramico/polimero

El material compuesto BCP/PLA, en proporcién 10/90 %m/m, se realiz6 con dos
disoluciones, una de 400 mL de PVA al 0.5 %m/v a 75 °C y otra de 135 mL de
PLA al 4 %m/v en cloruro de metileno a 25 °C. Para la dispersion del ceramico en
el polimero, a la disolucion de PLA se agrego el BCP, con un tamafio de particula
menor a 60 nm, durante 1 h, con agitacion constante. Al término, la dispersion se
agrego, por goteo a la disolucién de PVA asistido por sonificacion, durante 35 min.
Posteriormente, la eliminacion del cloruro de metileno a 75 °C, con agitacion, por 2
h. ElI material se reposo, alrededor de 16 h, después se filtré y lavdé con H20
destilada para eliminar el PVA. Al final, el material compuesto se secOd a

temperatura ambiente, desde 22 a 25 °C, figura 6.

Gotear BCP/PLA
enPVA, con sonificacion

Agregar BCP
enPLA

Reposar

16-20h

Secar aprox.

Filtrar,lavar y
a2°C '

secar

—

Figura 6. Conformacion del material compuesto BCP/PLA por el método de emulsién doble.
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3.4.2.1 Extrusiéon

El compuesto BCP/PLA se corté en fragmentos, de aproximadamente 5 x 5 mm,;
los cuales se colocaron en la tolva del extrusor, previamente calentado en el
intervalo de 145-155 °C por arriba de la transicién vitrea, tg, del PLA, de 69 °C;

con el proposito de obtener un material fluido y un filamento uniforme, figura 7.

Calentar extrusora
145°C aprox.

Obtenciondel
filamento

b Agregar
BCP/PLA

Figura 7. Extrusion del material BCP/PLA.

3.4.3 Impresion 3D

El disefio del andamio de BCP/PLA, por medio de la impresion 3D de su filamento,
estuvo en funcion de la velocidad y la temperatura, figura 8.

Condiciones
de impresién

Figura 8. Impresion de andamios de BCP/PLA.
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3.4.3.1 Pruebas mecéanicas de compresion

El disefio de impresion de las probetas para el material compuesto tuvo como
antecedente el trabajo de Juérez, 2018, en el cual se realizaron de acuerdo a la
Norma ASTM D5024-95, con las caracteristicas de altura de 20 mm y diametro de

10 mm, con un entramado de 0.7 mm, figura 9.

[=070.05mm
d=100:0.05mm

N

Figura 9. Probeta de compresion para el BCP/PLA.

h=20.0£0.05 mm

3.4.3.2 Fluido corporal simulado, FCS

La solucion FCS se prepar6 para un volumen de 100 mL, con la disolucion de
cada uno de los reactivos, en agua destilada, en el orden siguiente: NaCl,
NaHCOs, KCI, K2HPO4-3H20, MgCl2:6H20, HCI, CaClz y NaSO4, a una
temperatura de 36.5 £ 1.5 °C, con agitacién constante, seguido del control de pH a
2.0 = 1. Después, se le adicion6 lentamente el tris (hidroximetil) aminometano
[(CH20H)3CNHz2], con ajuste del pH a 7.4, con HCI, a 36.5 £ 0.2 °C, las cantidades

utilizadas se muestran en la tabla 7 (Anexo Il).
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4. RESULTADOS

4.1 Sintesis del ceramico BCP

En el trabajo experimental se analizaron las condiciones siguientes: el pH, la
temperatura y el tiempo de cristalizacion. Los resultados mostraron que a partir de
la relacion Ca/P 1.61 en funcion de la variacion del pH, junto con la temperatura y
el tiempo de cristalizacion, se obtuvieron las proporciones de HAP/B-TCP,
siguientes: 50/50, 60/40, 70/30, 80/20 y 90/10; segun sus analisis de DRX y de FT-
IR (Anexo Ill).

Las condiciones de sintesis y de cristalizacion del BCP, con una relaciéon 1.61
molar de HAP y B-TCP fueron: la temperatura de 45 a 55 °C, un tiempo de
reaccion de 3 h, a un pH de 9, con un tiempo de afiejamiento para la precipitacion
del solido de 24 h; y, la cristalizacién a 750 °C, durante 2 h. La obtencién del BCP
se realiz6 de forma quintuple, garantizando la reproducibilidad del método, con
productos de pureza mayor al 95 % y tamafio de particula menor a los 60

nanémetros.
4.1.1 DRX y tamafio de particula

El andlisis de identificacion del BCP, por DRX determind dos fases, una en
proporcién mayor identificada como hidroxiapatita JCDPS 01-089-4405 (dn« (a):
3.19s5, 2.88y y 2.637) y la segunda como [B-fosfato tricalcico JCDPS04-014-2292
(dnki (8): 2.83%, 2.795 y 2.753), figura 10. La composicion promedio final del BCP en
las muestras, fue de 72/28, con respecto a la HAP y el B-TCP, la relacién se
estimd con el programa Match! asistido por FullProf. El tamafio de particula
promedio para las 5 muestras, en el BCP fue mixto, por la presencia de las dos
fases, para la HAP fue de 36.95 nm, mientras que para el B-TCP de 51.33 nm.
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" ® B-Fosfato tricalcico
Ay (@): 2.83,, 2.795 y 2.75;
JCPDS 04-014-2292.

wHidroxiapatita
dyke (@): 3.195, 2.88, ¥ 2.63;;
JCPDS 01-089-4405.

| ' | ' | ! | ' | ! I !

10 20 30 40 50 60
26

Figura 10. Difractograma de RX, del BCP sintético.
4.1.2 FT-IR

El analisis del espectro de FT-IR del BCP reafirmd los resultados de DRX, debido
a la presencia de las fases del BCP: HAP y B-TCP. Las bandas correspondientes
a la bifase se observaron en, 3590 y en 680 cm™ relacionadas al estiramiento del
hidroxilo, OH estructural de la HAP; la banda en 3590 cm se ha observado que,
sb6lo aparece en el espectro cuando hay cantidades significativas de la
hidroxiapatita en la mezcla (Montafiez et al., 2018). Las bandas presentes en 947
cm? y en 650 cm? se atribuyeron al estiramiento simétrico de los PO473,
caracteristicos del B-TCP. Las sefales de los fosfatos caracteristicas de ambas
fases del BCP, son en 580 cm del modo de vibracién simétrico del O-P-O; y las
sefiales de 1000 y 1100 cm, relacionadas a la vibracién de estiramiento
asimétrico del enlace P-0O, figura 11 (Owen et al., 2017; Ebrahimia et al., 2017).
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Figura 11. Espectro de IR del BCP obtenido.
4.1.3 MEB

En el andlisis del bifosfato de calcio por MEB, con electrones secundarios, mostro
la formacion de particulas pequefias definidas, que se asociaron para formar
aglomerados micrométricos, irregulares y porosos de dimensién de 13 hasta 19
um, figura 12a. En la figura 12b se presenta una regién con amplificacion a x10,
000 en la cual se revel6 la presencia de agregados semiesféricos, granulares y
porosos, con diametro menor a 2 um, formados con particulas ultrafinas de BCP,
las cuales presentaron una morfologia de nano-hojuelas similar a los resultados
de: Martinez y Esparza, 2008; Petro et al., 2003; Rivera et al., 2011; Berg, 2017.

El microandlisis por EDS, con electrones retrodispersados, indicé una relacion
Ca/P en el intervalo de 1.48 a 1.67, diferente a la de partida de 1.61; estos
resultados sugierieron, que en la muestra se podria tener una hidroxiapatita
estequiométrica e inclusive la aparicion de apatita deficiente en calcio (Ling y
Abdul 2019; Berg, 2017).
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Figura 12. Micrografia de BCP a) aglomerados de BCP, b) morfologia y composicién de los
aglomerados.

4.2 Material compuesto: BCP/PLA proporcion 10/90 %m/m

En el proceso de formacion de las microesferas, el método de emulsion doble,
s/ac/ag, tuvo un rendimiento alto del 86 % en peso, considerando la eliminacion

del cloruro de metileno y del alcohol polivinilico, utilizado como tensoactivo.
4.2.1 Microscopia optica

El material compuesto de BCP/PLA, se aprecié por microscopia Optica, con
aumento de 2x, figura 13, en la cual se observa un color homogéneo; mientras la
superficie fue rugosa y discontinua por la presencia de huecos, y la aparicion de
aglomerados semiesféricos de las particulas del ceramico BCP, en la matriz

polimérica del PLA.
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Figura 13. Material BCP/PLA por microscopia 6ptica 2x.
4.2.2 FT-IR

En la caracterizacion del material compuesto BCP/PLA y de los precursores por
medio de FT-IR, se identificaron las sefiales asociadas a los grupos funcionales
del ceramico/polimero (Jin et al.,, 2014; Lu et al., 2018), figural4. La matriz
polimérica de PLA se identificd con las vibraciones en 3000 cm, relacionada al
estiramiento del enlace C-H, debida a los alcanos; la sefial en 1740 cm™ se
correlacion6 con la tensién simétrica del enlace C=0; seguida de las bandas en
1400-1300 cm™ concernientes a las vibraciones del enlace C-H asociadas a los
metilos; a diferencia de las vibraciones 1200 y 1100 cm™ y la sefial en 700 cm*
atribuidas al enlace C-C relacionadas al grupo éster del PLA. Para el cerdmico
BCP se aprecid, una banda de intensidad baja en 3500 cm™ del enlace O-H
estructural de la HAP, la vibraciéon en 1000 cm, fue identificada para el enlace P-
O, mientras que la banda de 1100 cm™ se superpuso con la del enlace O=C-O del
polimero, debido a la cantidad menor del ceramico en el material compuesto; las
sefiales con intensidad baja en 550 y 680 cm se asociaron a los fosfatos de la
bifase (Jin et al., 2014; Sanyang et al., 2016; Lu et al., 2018; Montafiez et al.,
2018). La banda en 3300 cm del OH absorbido, se relacioné a la humedad que el

material capt6é del ambiente (Sobczak et al., 2017).
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Figura 14. Comparacion de IR del BCP/PLA con las materias de los precursores.

4.2.3 MEB

El material compuesto BCP/PLA observado por MEB con electrones
retrodispersados con un aumento x2500, mostré una regién de agregados
semiesféricos de BCP con distribucibn homogénea en la matriz polimérica PLA,
junto con aglomerados de BCP de tamafio de alrededor de 1 a 3 um, figura 15. En
el mapeo del andlisis quimico se observaron irregularidades morfolégicas de la
superficie de la matriz polimérica, con la presencia de huecos menores a 45 um,
debido al aire ocluido, ademas de aglomerados irregulares del BCP distribuidos al
azar en el PLA. El mapeo del conformado presenté C y O, debido a la composicién
del polimero, mientras el Ca, P y O a la del ceramico. Todos los elementos
estuvieron distribuidos de forma homogénea a lo largo del compuesto, lo que
indico que el BCP esta disperso en el PLA, figura 16 (Ardilla et al., 2011; Lee et al.,
2011; Bleach et al., 2002).
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Figura 15. Micrografia del material compuesto BCP/PLA.

a)

discontinuidad

/

C Kal2 0 Kal Ca Kal P Kal

Figura 16. MEB a) Seccién de la muestra BCP/PLA para el mapeo, b) Mapeo de la muestra
BCP.
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4.2 .4 Extrusion del BCP/PLA

El filamento del material compuesto de BCP/PLA se obtuvo por el proceso de

extrusion con la caracteristica de semiflexibilidad debida al polimero.
4.2.4.1 Microscopia 6ptica

La microscopia optica (aumento 2x), figura 17, mostré un color homogéneo, con
bordes discontinuos debido a la presencia de aglomerados de cerdmica, los

cuales formaron pequefias protuberancias en la superficie del filamento.

Aglomerados
BCP

Bultos

Figura 17. Filamento del BCP/PLA obtenido por extrusién en microscopia éptica 2x.

4242 FT-IR

En el andlisis por FT-IR, del filamento del BCP/PLA, se encontraron las bandas
asociadas a los grupos funcionales de sus precursores, figura 18. El espectro a
diferencia del material compuesto sin extruir, presentdé una banda de intensidad
mayor atribuida al ceramico, con respecto a la figura 14, debido a los aglomerados
del BCP en la superficie. Las sefales correspondientes a las del PLA fueron: las
vibraciones en 2950, 1400 y 1300 cm de metilos; la banda en 1750 cm™ del
enlace C=0 por el carbonilo; las sefiales presentes en 1200 y 1100 cm* del grupo
éster del PLA y la vibracién en 700 cm™ del enlace C-C. Las bandas del ceramico

fueron: la sefial en 3500 y 680 cm™* del O-H estructural; la vibracién en 1000 cm™?
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de la HAP y la de 980 cm™! del B-TCP, asociada a de los fosfatos; y las vibraciones
asimétricas en 580-680 cm™ de los PO42 de la mezcla BCP (Jin et al., 2014;
Sanyang et al., 2016; Lu et al., 2018; Montafiez et al., 2018). La banda en 3300

cm ! se mantuvo relacionada a la humedad del ambiente (Sobczak et al., 2017).

Filamento BCP/PLA
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Figura 18. Espectro IR del filamento del BCP/PLA obtenido por extrusién comparado con los

precursores.

4.2.4.3 MEB

La micrografia del flamento de BCP/PLA con electrones secundarios presento
bordes continuos del material al aumento de x43, con una superficie homogénea,
con la presencia de algunos aglomerados semiesféricos de la ceramica, y la
formacion de bultos atribuidos a la presencia de particulas BCP, dado que esta
embebida en la matriz del PLA, figura 19. La apariencia del material en el andlisis
elemental, figura 20a, mostr6 una superficie, lisa sin discontinuidades vy

deformaciones, con la incorporacion de aglomerados semiesféricos de BCP,
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distribuidos en la matriz de PLA, El mapeo del conformado indicé la dispersion
homogénea de los elementos C, O, Ca y P, los cuales correspondieron al PLA y
BCP, figura 20, conservando la composicién quimica del conformado sin extruir
(Lee et al., 2011; Bleach et al., 2002).

Matriz PLA

Fo—-uUsSAIIl

Figura 19. Filamento del BCP/PLA por MEB.

S0pm

50um 50um 50pum 50pum

Figura 20. MEB a) Superficie del filamento del BCP/PLA obtenido por extrusién, b) mapeo de
la superficie de a.
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4.3 Impresion 3D
4.3.1 Microscopia 6ptica

La impresiéon del material compuesto de BCP/PLA se realizé a partir del filamento
extruido, para obtener probetas, las cuales se analizaron por microscopia optica
con un aumento 2x, figura 21, en donde se apreci6 la adhesion entre las capas
con el borde discontinuo de la probeta, sin aglomerados visibles de BCP en el
andamio; las lineas de construccion del enrejado y entre las capas fueron en su
mayoria continuas, con algunas irregularidades por la presencia de remanentes de

material.

Linea de
,f\‘trucmon

Figura 21. Impresién 3D del material BCP/PLA vista en microscopia 6ptica 2x.
4.3.2 Ensayo de compresion

Las pruebas de la resistencia a la compresion del material BCP/PLA se desarrollé
de forma uniaxial, perpendicular al plano de impresion. El esfuerzo de la
compresion fue de 27.46 MPa. El comportamiento presentado por los andamios,
de forma visual, fue plastico por la deformacion irreversible sin fractura superficial,
debido a la proporcion de la matriz polimérica del material compuesto, figura 22
(Russias et al., 2007).
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Figura 22. Probeta de BCP/PLA, en el ensayo de compresién.

4.3.3 MEB

En la micrografia del BCP/PLA con electrones secundarios se observo un
enrejado uniforme, con algunos aglomerados esféricos de BCP dispersos en las
capas, lo que indicé que el ceramico esta embebido en el PLA; las lineas de
construccion tuvieron adhesién entre las capas, con discontinuidades debido a la
impresion 3D, figura 23a. El enrejado del andamio después del ensayo de
compresion, figura 23b, mostr6 deformidades en el area de los orificios, en
comparacion con el andamio sin compresion, junto aglomerados dispersos de
BCP; las lineas de construccién presentaron deformidades en los bordes y

fracturas locales.

Las microfracturas en las lineas de construccion con un aumento a x95, figura 24,
se apreciaron con el esparcimiento continuo de los aglomerados esferoidales de
BCP en el polimero, con presencia de rugosidad en la morfologia de la superficie,
probablemente por defectos en la impresion. En el mapeo de la muestra BCP/PLA
se observé una distribucion homogénea de agregados de BCP, en el PLA,
mientras la linea de la fractura fue curva, se obtuvo la composicién de C y O
correspondiente al PLA; Ca, P y O para el BCP, con la distribucion homogénea de
los elementos en la region del andlisis, por lo cual el andamio mantuvo el BCP
inmerso en el PLA (Russias et al., 2007; Miao et al., 2008).
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Figura 23. MEB del Enrejado del andamio a) al imprimir, b) con ensayo de compresion.

CKal2 P Kal Ca Kal O Kal

Figura 24. MEB de a) Linea de construccion del BCP/PLA de la probeta después del ensayo
de compresion, b) aumento de la fractura de a, ¢) mapeo de la fractura en b, para detectar la

presencia de elementos en la periferia de la fractura demostrada en 24b.
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4.3.4. Prueba FCS

El material BCP/PLA se mantuvo en el FCS a una temperatura de 36.5 + 1.5 °C,
durante 3 semanas; la solucion se renovo cada tres dias. La superficie del material
después del tiempo de incubacién mantuvo la misma apariencia, como se muestra
en la figura 25, sin cambios importantes en la estructura del andamio, después de
la incubacion.

Figura 25. Andamio himedo con el FCS.

4.3.4.1FT-IR

El andlisis por FT-IR del andamio del BCP/PLA después de permanecer en el
FCS, tuvo las bandas correspondientes de los grupos funcionales del cerdmico y
del polimero. En la figura 26 se muestran los espectros del andamio después de la
inmersion en el FCS, el filamento y el material compuesto sin extrusion, en los
cuales se observaron las sefiales correspondientes al PLA y al BCP, descritas en
la seccidon 4.2.4.2 (pag. 43-44).
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Figura 26. Seguimiento del material BCP/PLA por FT-IR.

El analisis de los espectros de IR, del material compuesto de BCP y PLA, la
conformacién del filamento y el andamio impreso por 3D inmerso en el FCS,
mostro la integridad estructural del BCP, debido a la influencia de la temperatura
durante los procesos extrusion de 150 °C y de la impresiéon de 230 °C.
Comportamiento adecuado del BCP/PLA, dado que necesita soportar las
condiciones de temperatura del cuerpo humano de 35 a 37 °C similares a las del
tejido a regenerar, ademas de poseer un grado apropiado de degradacion para
asegurar la formacion de tejido nuevo (Ochoa et al., 2015; Ferri et al. 2016).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

En la sintesis del BCP, con una relacién 70/30 de HAP/B-TCP, el pH fue el factor
determinante; para ver su influencia, se realizé el estudio de la proporcion de las
fases finales obtenidas, en funcion de las condiciones de la temperatura y el
tiempo de cristalizacion, para lo cual éstas se fijaron, a 800 °C durante 2 h, como
se muestra en la figura 27. De los datos obtenidos de la tabla 10 (Anexo lll), se
graficaron en las ordenadas las proporciones de HAP y el B-TCP en funcion del pH
en el intervalo de 8 a 10; en donde se observd que, conforme aumento el valor
alcalino del pH hacia 10, se favorecio la formacién de HAP, mientras que la fase
de B-TCP disminuy0; este comportamiento fue similar al que obtuvieron Silva et
al., 2016, en la sintesis de las fases individuales, para la HAP el pH fue mayor a
10, debido a la cantidad de iones OH- presentes en el medio, mientras que

alrededor de 6.5 se favorecio la formacién del 3-TCP.

En este trabajo hasta donde se tiene conocimiento es de los pocos, en donde se
ha realizado la sintesis en un solo paso con la proporcion 70/30, de HAP y B-TCP.
La mezcla de fases con esta proporcién del BCP deseada se obtuvo con un pH
aproximado de 9, indicado por el cruce de la composicion, en la figura 27. Mientras
que, Baradaran et al., 2014, mencionaron que la obtuvieron a pH mayores a 10,
region conocida para la sintesis de HAP. Y, en cuanto a las publicaciones de Jing
et al., 2014 y Xidaki et al., 2018 el BCP lo obtuvieron a partir de la mezcla de HAP
y B-TCP por separado.
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Figura 27. Proporcion de la HAP y del B-TCP en funcidn del pH.

El comportamiento de la sintesis del BCP a partir de los estudios preliminares de
la tabla 10 (Anexo lll), mostraron que no soélo estuvo en funcion del pH, sino
también de la temperatura de cristalizacion, por la influencia en la obtencion de la
proporcién de las fases, ya que a magnitudes menores a 700 °C se favorece la
HAP y a arriba de los 900 °C la HAP se transforma al 3-TCP. En la figura 28, se
contemplan dos graficos, en las ordenadas se encuentra el porcentaje de
formacion de HAP y B-TCP, mientras que, en las abscisas la temperatura de
cristalizacion en el intervalo de 800-900 °C. Con la tendencia siguiente, en la figura
28a la proporcion de la HAP en la bifase disminuyo, conforme la temperatura
aumento6; en cambio, en la figura 28b, el contenido de B-TCP aumentd con el
incremento de la temperatura. La HAP a 800 °C se obtuvo en una proporcion del
55 %, mientras que el B-TCP de 45 %, en la bifase por lo cual fue necesario
reducir la temperatura de cristalizacion a 750 °C para obtener la relacion 70/30.
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Figura 28. Graficas de las proporciones del BCP respecto a la temperatura a) de la HAP y b)
del B-TCP.

El tiempo de cristalizacion junto con la temperatura influyeron en el tamafio de
particula del BCP, como se detalla en la figura 29, construida con los datos de una
muestra a 800 °C, obtenida cada 2 h hasta completar las 8 h de la tabla 10 (Anexo
). En donde el tamafio de la particula cristalina aumenté con el incremento del

tiempo de cristalizacion, lo que estuvo de acuerdo con Lio et al., 2008.
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Figura 29. Tamafio de particula de HAP y B-TCP, en funcion del tiempo de cristalizacién.

El célculo del tamafio de particula para el BCP fue para la HAP de 36.95 nm y del
B-TCP de 51.33 nm. En el caso de la HAP el valor estuvo dentro del intervalo de
Sadat et al., 2013, quienes consiguieron tamafos entre 15-45 nm por medio de la
sintesis de coprecipitacién. De forma semejante, para el B-TCP fue parecido al
sintetizado por Massit et al., 2014 y Li et al., 2016, con magnitud entre 40-70 nm.
Asi, los valores del tamafio de particula obtenidos, estan de acuerdo con los

estudios in vitro de Kim et al., 2016, usados para fomentar la regeneracion 6sea.

La morfologia del BCP se ha relacionado con el método de sintesis, en el trabajo
presente se obtuvo el BCP con una textura rugosa visualizada por MEB figura 12,
este tipo de superficie se ha obtenido en las publicaciones de Kidaki et al., 2018;
Montafiez et al., 2018; Bleach et al., 2002, en sus resultados observaron que la
superficie permite el alojamiento de las células en el material con una adhesion

celular buena.
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El material compuesto de BCP/PLA (10/90 %m/m) conformado por el método de
emulsion doble, fue satisfactorio por la dispersion completa y homogénea del BCP
en la matriz polimérica, debido a la evaporacion total y cuidadosa del cloruro de
metileno, a través del calentamiento a 75 °C, temperatura mayor a su punto de
ebullicién (40 °C); lo que se confirmo por el analisis FT-IR del material compuesto,
el cual no present6 la interaccion del enlace C-Cl entre 540 y 760 cm del cloruro
de metileno, identificando Unicamente las sefiales correspondientes a la bifase del
ceramico y al polimero. La eliminacion del disolvente fue relevante, debido a las
propiedades cancerigenas que podria producir en el organismo (Russias et al.,
2006). La banda en 3300 cm, se asocié a la presencia del agua adsorbida y no
del alcohol polivinilico, debido a que el solido BCP/PLA se lavd con suficiente
agua, asegurando la eliminacion completa del PVA utilizado como tensoactivo,
ademas de que las sefiales de los enlaces O-H de los alcoholes, en
espectroscopia infrarroja son anchas e intensas, en contraste con la de los
obtenidos para el BCP/PLA.

Desde la comprension de este trabajo, el éxito en la formacién de las microesferas
de BCP/PLA de tamafio menor a 10 um, a una concentracion de PLA al 4 %,
verificado por el analisis de MEB, figura 15, tamafio similar a la de las fibras de
colageno que fomenta la bioactividad del material en el hueso de acuerdo a Sadat
et al., 2013. Esta dimensién para la misma concentracion de PLA fue menor a las
gue consiguieron Qui et al., 2000 y Russias et al., 2006 de 50 a 100 um, y por Du
et al., 2013, entre 150 y 650 um. Lo que permitid una distribuciobn homogénea de
las microesferas del BCP en la matriz del PLA; y, favorecid la extrusion del
material compuesto a 150 °C (Esposito et al., 2017), figura 16, sin afectar la

composicién y la distribucién quimica del filamento de BCP/PLA.

El filamento homogéneo sin defectos facilitd la impresion 3D de la probeta del
andamio de BCP/PLA. Esta se probé con el ensayo de compresién, obteniendo
una resistencia de 27.46 MPa, valor adecuado para su uso como sustituto de
hueso esponjoso, ver tabla 5. El comportamiento mecanico de la superficie del

andamio, de forma visual, mostré un comportamiento plastico por la deformacién
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irreversible, debida a la cantidad del polimero mayor que la del ceramico; mientras
las microfracturas observadas podrian deberse a las lineas de construccion, o bien
a los aglomerados del BCP de acuerdo con Torres et al., 2013. El valor de la
resistencia de compresion comparada con la impresion de las pastas de BCP
50/50 fue mayor a la que realizaron Castilho et al., 2014, con un valor de 2 MPa, y
también lo fue respecto a otra de sus muestras de HAP con aglutinante polimérico
60/40 por impresion 3D de 21 MPa.

En el caso de la prueba de degradacion del BCP/PLA a las 3 semanas de
inmersion en el FCS, no presento residuos de acido lactico en el fluido, de acuerdo
a los resultados por FT-IR, a diferencia del material compuesto HAP/PLA, 50/50
de Segura et al., 2018, en los cuales el polimero se degrad6 en 72 h. La
degradacion hidrolitica del polimero forma productos acidos, lo que causa
reacciones corporales adversas de acuerdo a Russias et al., 2007, el BCP en la
matriz polimérica es un medio amortiguador ya que disminuye la liberacion de

productos &cidos (Russias et al., 2007).

La arquitectura del andamio de BCP/PLA obtenido en este trabajo esta compuesta
por las tres estructuras deseadas. La macro relacionada con la formacién de la
probeta por impresién 3D con estructura controlada y regular, de acuerdo a Torres
et al., 2013; Cox et al., 2015; Castilho et al., 2014, lo que contribuye a mejorar las
propiedades mecéanicas comparado con otros métodos de fabricacion de
andamios. La micro emula la porosidad del andamio, debido a que Babilotte et al.,
2019; Chia y Wu, 2015; Bittner et al., 2019, en sus estudios in vivo, sugierieron
gue interviene en, la penetracion celular, el flujo de los fluidos y la vascularizacion,
propiedades esenciales para el biomaterial. La nanoarquitectura alcanzada en
este trabajo fue de composicion similar al tejido 6seo, proporcionada por el BCP
en la matriz polimérica de PLA, acorde a Jing et al., 2014; Xidaki et al., 2018;
Logesh et al., 2019, quienes realizaron investigaciones de fosfatos de calcio de
HAP y B-TCP in vitro, concluyendo que este tipo de materiales permiten la
adhesion celular y la fijacion de proteinas, lo que provee bioactividad en el

implante. La estructura en conjunto que conforma la arquitectura del andamio, es
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la adecuada para un prospecto de implante que fomente la regeneracién Osea
para la sustituciébn parcial de hueso esponjoso similares a los producidos por
Castilho et al., 2014; Kaavessina et al 2015; Logesh et al., 2019.

La metodologia desarrollada para la bifase BCP, 70/30, HAP/ B-TCP en una etapa
de sintesis es simple y eficiente en comparacion con la de aquellos estudios en
donde obtienen los fosfatos de calcio de forma individual para después realizar la
mezcla. Adicionalmente, permite la reproducibilidad de las condiciones a diferencia
de las metodologias de Xu et al., 2017; Tan et al., 2013; Silva et al., 2016, las
cuales se probaron experimentalmente en este trabajo sin obtener

reproducibilidad.

En este trabajo, hasta donde se tiene conocimiento, la investigacion es escasa en
cuanto a la impresion 3D de los andamios de BCP/PLA, por deposicion fundida; en
otros trabajos se han realizado con proporciones en porciento peso y técnicas
diferentes como inyeccion por moldeo de B-TCP/PLA, 30/70 (Ferri et al., 2016), el
electro hilado de HAP/PLA, 25/75 (Kim et al., 2016), la reproduccién de espuma de
HAP/B-TCP con PVA, 80/20 entre otras. La investigacion sobre la impresion 3D de
andamios por deposicion fundida, se ha realizado a partir de HAP/PLA, 50/50
(Juérez, 2018), e inclusive con el B-TCP/PLA, 20/80 (Babilotte et al., 2019); asi
que, no hay publicaciones (Babilotte et al., 2019; Ho et al., 2016) realizadas de
BCP con PLA en proporcion 10/90.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion, se obtuvo una metodologia reproducible para la
sintesis del ceramico BCP, HAP/B-TCP en proporcion 70/30, con una pureza
mayor al 99 % y un tamafio de particula mixto, para la HAP de 36.95 nmy la de -
TCP de 51.33 nm, por el método de coprecipitacion a partir del estudio del pH de

sintesis y la temperatura y tiempo de cristalizacion.

La metodologia conseguida por el método de doble emulsién permitié la obtencién
de microesferas de 10 uym para la integracion homogénea del BCP/PLA, en la
matriz del polimero. Esta continuidad microestructural del material compuesto
influy6é en la formacion de filamentos de 1.75 mm sin huecos, ni defectos, idoneo

para la impresion 3D.

Los andamios producidos de BCP/PLA por la técnica de impresion 3D,
proporcionaron una resistencia a la compresion de 27.46 MPa, comparable con la
del hueso esponjoso, eficaz en el uso de implantes de regeneracion 6sea. Con
una comportamiento plastico por la deformacion irreversible influenciado por la

matriz polimérica.

La caracterizacion de la composicion quimica de BCP y PLA; la homogeneidad de
la ceramica en el polimero y, la forma del espécimen, fueron comprobadas para

cada caso.

En la investigacion realizada en este proyecto se desarrollé la metodologia
reproducible para la sintesis, conformacion e impresion 3D de los andamios de
BCP/PLA, para comprobar su aplicacion como biomaterial de regeneracion 0sea,
es necesario continuar la investigacion, por lo que se sugieren los estudios

siguientes:

+ Analizar el material compuesto y el polimero por calorimetria diferencial de

barrido, para determinar el comportamiento del PLA en el andamio.

58

——
| —



Las pruebas de resistencia a la tension de la probeta y la determinacion del
moddulo de Young de las muestras del material compuesto BCP/PLA, para
complementar las propiedades mecanicas.

Realizar las pruebas de viabilidad celular, para conocer el crecimiento
celular en el andamio.

Realizar el mapeo de MEB en aproximadamente 50 puntos de la muestra
del BCP, para obtener la relacion Ca/P promedio.

Analizar la degradacion del andamio por MEB, para el seguimiento del
cambio de rugosidad en la superficie, como el cambio de pH en la

disolucién.
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ANEXOS

ANEXO I. Sintesis preliminares de BCP

Las pruebas preliminares se realizaron con una relacion de Ca/P, tiempo de
afiejamiento y temperatura de sintesis iguales, la variacion de condiciones

Gnicamente fue en pH, temperatura y tiempo de cristalizacion, como se muestra en

la tabla 6.
Tabla 6. Condiciones de sintesis preliminares.
Sintesis Cristalizacién
Muestra pH Temperatura, °C Tiempo, h
BCP-1 10 900 14
BCP-2 10 900 2
4
6
8
10
12
BCP-3 10 800 2
4
6
8
900 1
BCP-4 8 800 2
850 1
900 0.5
BCP-5 9 800 2
850 1
BCP-6 9 800 1
2
750 2
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ANEXO Il. Reactivos utilizadas en el FCS

Tabla 7. Orden y cantidades de reactivos utilizadas en el FCS (Kokubo y Takadama,
2006; Segura et al., 2018).

Orden Reactivo Cantidad Pureza %
1 NacCl 8.035 g 99.5
2 NaHCO3 0.355 g 99.5
3 0.225¢g 99.5
4 KoHPO4*3H20 0.231 g 99.0
5 MgCl2*6H20 0.311¢g 98.0
6 HCI 1M 39 mL ----
7 CaCl2 0.292 g 95.0
8 NaSOa4 0.072 g 99.
9 6.118 g 99.0
10 HCI 1M 0-5mL

ANEXO lll. Proporciones obtenidas

Las proporciones obtenidas de HAP/B-TCP, fueron las siguientes: 50/50, 60/40,
70/30, 80/20 y 90/10, segun sus analisis de DRX y de FT-IR. En la tabla 8; se

resumen las condiciones de los resultados obtenidos en la sintesis del BCP.

Tabla 8. Proporciones del BCP.

Proporcién pH Temperatura de Tiempo de
HAP/B-TCP cristalizacion, °C cristalizacion, h
50/50 8 800 2
60/40 8 850 1
70/30 9 750 2
80/20 9 800 2
90/10 10 800 4

El analisis de identificacion por DRX del BCP de la tabla 8 se muestra en la figura

30. En la identificacion del BCP se determinaron las fases, de hidroxiapatita, y -

fosfato tricélcico, figura 30.
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Figura 30. Patrones de DRX del BCP con las siguientes proporciones de HAP y B-TCP
respectivamente a) 50/50, b) 60/40, c) 70/30, d) 80/20 y e) 90/10 sintetizado por

coprecipitacion.
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El tamafio de particula promedio del BCP fue mixto, por la presencia de las dos
fases, para cada proporcion, se determind el tamafio; el de la HAP vari6 entre 31 a

44 nm, mientras para el B-TCP fue de 51 a 71 nm, como se observa en la tabla 9.

Tabla 9. Tamafio de particula del BCP en funcién de su proporcion HAP/B-TCP.

Proporcion HAP/B- Tamafo de particula, nm
TCP (HAP/B-TCP)
50/50 40/66
60/40 42/64
70/30 37/51
80/20 31/58
90/10 44/71

En el BCP, la obtencion de las dos fases, fue confirmado por el analisis de FT-IR,
lo que corroboré los datos de DRX, figura 31. Las sefiales fueron atribuidas a la
presencia de HAP y B-TCP, de acuerdo a la descripcion de la seccion 4.1.2 (pag.
37).

63

——
| —



d

B

-

b

|
<<<}<

W
a)
’ M
4 P04-3
| ! | i II | b | b |
1000 3500 1500 1000 500
em?

Figura 31. Espectros de infrarrojo de BCP con base en HAP y B-TCP respectivamente a)
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Los resultados de las condiciones preliminares de tamafio de particula y

proporcion de la tabla 6 (Anexo I), se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Proporciones obtenidas en las sintesis preliminares.

Sintesis Cristalizacion Resultados
Muestra pH Temperatura | Tiempo | Proporcion Tamarfio de
°C h HAP/B-TCP | particula HAP/B-
TCP, nm
BCP-1 10 900 14 70/30 158/177
BCP-2 10 900 2 77123 58/66
4 89/11 62
6 88/12 66/103
8 90/10 103/115
10 80/20 115/185
12 79/21 115/132
BCP-3 10 800 2 83/17 38/49
4 90/10 42/71
6 85/13 48/73
8 87/13 52177
900 1 85/15 66/54
BCP-4 8 800 2 55/45 40/66
850 1 51/49 42/62
900 0.5 58/42 54/66
BCP-5 9 800 2 71/29 46/62
850 1 77123 33/52
BCP-6 9 800 1 78124 35/53
2 80/20 31/58
750 2 70/30 37/51

ANEXO V. Productos académicos

+ Reyes B., Juarez D. y Chavez M. (2018). Estudio de las condiciones para la
sintesis de la hidroxiapatita y el B-fosfato tricalcico. Revista Tendencias en
Docencia e Investigacion en Quimica, 4, 365-370.

+ Chavez M. y Reyes B. (2019). Sintesis por coprecipitacion del bifosfato de
calcio con base en hidroxiapatita y [-fosfato triclcico, en proceso de

publicacion.
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Estudio de las condiciones para la sintesis de la
hidroxiapatita y el B-fosfato tricalcico
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Recibido: RESUMEN
13/mayn,/ 2018
El propdsito de este estudio es encontrar las condiciones de sintesis
reproducibles para obtener una HAP v un B-TCE, de fase (inica, con una
pureza >99%, y, de tamafio de particula entre 20 y 60 nm; debido a la falta
Aceptado: de congruencia en los procedimientos. El estudio se desarrolld, por el
27 fjulio/2018 método deco-precipitacidn, con el contral y la variacidn de las condiciones
de reaccidn, de afiejamientn v de cristalizacién. El seguimiento de
los resultados se hizo por IR-TF v DRX. Los resultados para el B-TCP,
maostraron la fase bifisica formada por B-TCP, con una cantidad minima

Palabras clave: de HAP. En el caso de la HAP se establecit una metodolegia reproducible,

Hmﬁﬁd para una pureza mayoer al 99, un tamatio 31.86 nm; similar a 35.54 nm

p-fos o a una, de tipe bovino. La HAP funcional sintetizada se usard en el disefio
de andamios bioactives mediante 1a impresidn 3D para regeneracidn del
tejido dsen.

Keywords:

Eysiroucyupatite, ABSTRACT

B-tricalcium phosphate

The aim of this study is obtain reproducible synthesis conditions for the
HAP and the B-TCF, as unique phase, with a purity »9%% and particle
size of 20-60 nm; due to incongruence in procedures. The study was
performed with the co-precipitation method, varying the conditions
of reaction, aging and crystallization. The XRD and FT-IR were used to
follow the procedures. The synthesis results of B-TCP showed a biphasic
phase formed with B-TCP and a minimum amount of HAF. In the case
of the HAF. a reproducible methodology was stablished, with a purity
>39% and size of 31.86 nm, similar to one bovine of 35.54 nm. The HAP
functional synthesized will be wsed in the design of bicactive scaffolds by
printing 3D for bone tissue regeneration.
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Introduccidn

Los fosfatos de calcio son los biocerdmicos, responsables
de la resistencia a la compresion y la rigidez, en los
huesos. Forman aproximadamente el 70% del peso seco,
de los mismos (Eliaz y Metoki, 2017; Narayanan et al,,
2016). Los cuales, estin formados por: la hidroxiapatita
[HAP), Ca, (PO,].(OH],, con una relacidn Ca/P de 1.67 v
el p-fosfato tricdlcico (B-TCP), Ca,(PO,),, con Ca/P de 1.5.

La hidroxiapatita (HAP) se obtiene de forma natural,
a partir de los huesos del céndilo de origen boving, se
ha usado como biomaterial, en implantes; v, sirve como
punto de comparacidn para las hidroxiapatitas sintéticas
(Marayanan et al., 2016). Los procesos de obtencidn, de la
HAP bovina, son complicados, requieren de lavados con
HCI o, temperaturas de 600°C para eliminar la materia
organica, seguido de temperaturas de cristalizacién
de 700 a 1000°C, con costos elevados (Londono et al,
2016). Por ello, la sintesis de la HAP y el B-TCP es de
interés cientifico, por su preparacidn sencilla v, por sus
aplicaciones tecnoldgicas como biomateriales. Las rutas
de sintesis ensayadas incluyen: el método cerdmico,
el mecanoquimico, la combustién, el de sol-gel, el
hidrotermal, las micro-emulsiones y la co-precipitacién,
siendo esta dltima, la que ofrece sencillez de sintesis,
con pureza y rendimientos mayores al 99% v, control del
tamafo de particula, menor a los 100 nm (Eliazy Metold,
2017; Lee et al, 2016). Como es el caso de la HAF, con
estas caracteristicas necesarias para su integracidn,
con polimeros para la impresidn de andamios de
biomateriales, en la sustitucidn de tejido dseo (Kim et al,
2016; Judrez et al, 2017).

Las investigaciones de la HAF, por el método de co-
precipitacion, no coinciden, debido a gue cada autor
presenta sus condiciones, de tal manera que entre ellos
varfan en intervalos amplios; se describen tiempos de
reaccidn, desde 1 hasta 3 h, con temperaturas desde
50 hasta 80°C y, pH de 7 a 11; en cuanto a los tiempos
de anejamiento para la obtencién de un precipitado
uniforme van de 1 a 14 dias; ¥, con temperatura de
cristalizacidn, desde los 600 hasta 1000°C, con tiempos
de 1a48h (Luo et al, 2015; Suksomran v Molloy, 2017).
Esta falta de uniformidad en las metodologias, con
diferencias amplias en sus condiciones, falla al intentar
reproducirlas.

El B-TCP se ha sintetizado por estado sélido a partir, del
fosfato de dihidrégeno anhidro (CaHPO,), denominada
monetita, la que se obtiene del fosfato de dihidrégeno

dihidratado, o brushita a través, de ser secadaa 105°C, 2 h
para su posterior almacenamiento hasta la reaccidn, con
el CaC0,, para su cristalizacidn, a los 900°C, el tamatio de
particula del producto es del orden micrométrico (Jinlong
etal., 2001). Debidoaque,la§-TCP es requerida de tamarfio
nanométrico para las aplicaciones biomédicas, la sintesis,
por el método de co-precipitacion es una opcidn; la cual,
requiere de un control cuidadoso de las condiciones,
desde la estequiometria, la temperatura, el tiempo v el pH
de reaccidn, asl como de sus condiciones de afiejamiento
¥ cristalizacidn; una variacidn ligera de éstas, ha sido
publicado que, genera cambios en la composicién final
del productos, dando las fases de pirofosfato de calcio
(Ca,P,0.) o la HAP (Eliaz y Metoki, 2017). E] sistema
binario Ca0-P,0, que incluye H,0 (Anexo, Figura 5] y, del
cual se parte para la sintesis, ha demostrado de forma
tedrica que, el B-TCP no se obtiene de forma directa, en
un paso. Las investigaciones han sugerido, gue el orden
de precipitacidn es, a traviés, del fosfato apatitico tricilcico,
con una relacidn Ca/P de 1.5, [Ca [HPO)(PO).0H] v a
partir de éste, su transformacidn al §-TCP arriba de los
900°C. La mayoria de las publicaciones mencionaron la
obtencidn de la fase bifisica constituida, por el B-TCP
¥ la HAP (Dorozhkin, 2016; Owen et al, 2017); algunas
cuantas, mencionaron gue consiguieron la fase pura
(Ghosh y Sarkar, 2016; Lee et al., 2016).

Este estudio surge, de un trabajo previo, en donde se tuvo
la necesidad de contar con fases puras para ser usadas
en el disefio de andamios bioactivos para la regeneraciin
Gsea (Judrez et al, 2017). Por lo que el propdsito de este
estudio es encontrar las condiciones de sintesis de la
HAP y del §-TCF, como fase dnica, una pureza =99% y, un
tamatio de particula nanométrico entre los 20 y 60 nm. De
tal forma que, la metodelogia sea reproducible, para su
posterior integracidn, con polimeros vy, su conformacian
en andamios, por impresidn 3D, para la obtencidn de
biomateriales, en la regeneracion dsea. Los parametros
de la sintesis a variar serdn, la temperatura, el tiempo v
¢l pH de la reaccidn, asi como la temperatura y el tiempo
de afiejamiento v, de cristalizacidn. Este proceso se
seguird, por medio de las técnicas de caracterizacidn de
difraccidn de rayos X de polvos (DRX), espectroscopia
de absorcidn infrarroja por transformada de Fourier
[IR-TF) w el cdlculo del tamano de particula por la
ecuacion de Scherrer

Comao referencia especial (til en el presente trabajo se
incluye la figura 1, que muestra el diagrama de fases de
Ca0-F,0, con H,O,.
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Figura 1. Equilibrio de fases de Ca0-F,0, con H,0, la region
sombreada, muestra la fase bifisica del fosfato de calcio HAP
con [i-TCP [Eliaz y Metoki, 2017).

Metodologia
Reactivos

Mitrato de caleio tetrahidratado, Ca(NO,] -4H,0, de APLL
Engineered Materials, inc, pureza 99.95%. El fosfato
de amonio dibdsico, [NH,),HPO,, pureza 99.98% v el

hidrixido de amonio, NH,OH, al 28.49%, de |.T. Baker, C.
Equipo
Difraccidn de rayos X de polvos (DRX)

La caracterizacidn de las fases se realizo, en un
difractdmetro Siemens D5000, radiacidn de CuK_ filirada
con Mi, A= 1.5406 A, con una constante de tiempo de 0.4
y constante de paso angular de 0.02, a 30 Kv y 25 mA, de
10" a 65° de 26,

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier {IR-TF)

La caracterizacidn de grupos funcionales, se analizaron
en un equipo Fourier, Bruker Vector 2ZFTIR, en el
infrarrojo medio de 4000 a 400 cm-.

Tamario de particula

La determinacién del tamafio de particula se realizd,
por medio de la ecuacidn de Scherrer, con base en el
difractograma de rayos X. En donde, se midid el ancho, a
la mitad de la sefial con intensidad mayor, por medio de la
ecuacion siguiente: (Hruschka et al, 2017).

intervalos de pH de 7 a 11, de 35 a 65°C, de 20 mina 3 h;
al finalizar la adicidn, la reaccidn se dejd en reposo, 24 h.
El sélido formado se filtrd y lavd con H,0 destilada, con
posterior secado a 80°C y, su cristalizacién se realizd de
600 a 1000°C, de & a 24 h. Las muestras se realizaron
por quintuplicado para reproducir las condiciones de
sintesis.

Sintesis de §-TCP

El B-TCP se sintetizd a partir de la adicidn de la
disolucion de Ca(NO,) -4H 0, por goteo, a la, de
[NH,),HPO,, con agitacién constante, a un pH de 7, a
45°C, por 3 h; con posterior reposo, durante 24 h. El
producto se separd y lavd con H,0 destilada, se sect a
80°C v, su cristalizacidn a 900°C, durante 14 h.

Resultados y discusion
Sintesis
Hidroxiapatita, HAP

La HAP pura se sintetizd por el método de co-
precipitacion, los resultados de este estudio presentan el
esfuerzo final para encontrar, las condiciones de sintesis
necesarias para reproducir la HAP pura. Debido a, la
falta de consenso en las metodologias propuestas, por
autores distintos (Hruschlka et al., 2017; Luo et al, 2015;
Suk=zomran ¥ Molloy, 2017).

En este estudio, las condiciones de sintesis reproducibles
para elaborar una HAP pura fueron: la temperatura de
reaccidn a 65°C; ya que, a una temperatura mayor, el
agua inicia su evaporacidn, por consiguiente se tiene una
disminucidn del volumen, con la pérdida del control del
pH; con un tiempo de reaccidn de 3h; v, con un control
del pH de 10 a 11, debido a que, si es menor a 10 se
produce la HAP con mezcla del B-TCP, en coincidencia con
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otro trabajo (Hruschka et al, 2017). El tiempo minimo
de afiejamiento para la precipitacidn del silido fue de
24 h. La cristalizacidn fue a 700°C, durante 14 h, va que,
a una temperatura menor a ésta, la fase no se obtiene y,
con una, mavor alos 1000°C, la B-TCP inicia su formacidn
(Suksomran v Molloy, 2017; Luo et al., 2015).

La sintesis por guintuplicado de la HAP garantizd la
reproducibilidad, de las condiciones para obtener, con
una pureza =99%, sin fases adicionales y, de tamaifo
nanométrico, de 31.86 nm, similar a la HAP-B de 35.54
nm en coincidencia con otros trabajos (Marayanan et al.,
2016; Luo et al., 2015]. Lo cual, permite una HAP funcional
para su integracion con polimeros, en la produccidn
de biomateriales compuestos, para su conformacidn
en andamios por impresidn 3D v su aplicacidn, en la
regeneracion dsea (Kim et al, 2016).

B-fosfato tricilcico, B-TCP

Las condiciones de sintesis para obtener, una B-TCP
como fase dnica, fueron controladas cuidadosamente.
Para lo cual se probaron condiciones diferentes, como
fueron: la temperatura de reaccidn de 35, 45 v 50°C, con
tiemposde 1a 3 hy, el pH de 7a 11; afiejamiento por 24 h; v,
la cristalizacidn, desde los 700 hasta 1000°C y de 3 hasta
14 h.

Sepuedeasumirque fue posibleestablecer las condiciones
de sintesis del B-TCPF a 35°C, durante 3 h a un pH de 7;
con un afiejamiento a 22°C, por 24 h v, una cristalizacion
a 900°C, durante 14 h. Los resultados del producto, por
DRX v confirmados por [R-TF, mostraron la formacidn de
la fase bifisica, con la obtencidn del B-TCP y una cantidad
minima de HAP (Figura 3 y 4); con tamafo de particula
nanométrico. Por lo que, para obtener un B-TCP puro.
Algunos autores sugieren mantener el pH, entre 6 y 7,
evitando la formacidn de otras fases, entre ellas la HAP.
La relacidn Ca/P precisa en 1.5, un cambio ligero del 1%
podria generar fases secundaria, una variacidn mayor
ha mostrado la formacidn de la HAP; v una, menor, al
Ca,P,0, (Ebrahimia et al, 2017). El afiejamiento, se ha
relacionado, con el tiempo necesario para la formacidn
del B-TCP; algunos autores mencionaron que, a un tiempo
mayor de 24 h, la relacidn de Ca/P aumentd, relacionado
a la produccién de la HAP. El tiempo y la temperatura de
cristalizacidn, tienen una influencia directa en el tamaiio
de particula (Eliazy Metoki, 2017).

Difraccidon de rayos X de polvos
La caracterizacidn del cerdmico por DRX confirmé la

formacidn de la HAP como una fase pura, similar a la de
la HAP-B.

Hidroxiapatita, HAP

El andlisis de la HAF, por DRX determind una fase, sin
adicionales, identificada como hidroxiapatita pura, al
igual que la HAP-B, Figura 2.
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Figura 2. Difractograma de RX de la HAP sintética y, la HAP-B
de origen bovino.

B-fosfato tricilcico, B-TCP

En el difractograma de DRX para el B-TCP, se observo la
formacion de la fase bifdsica, constituida, por el B-TCP
en proporcidn mayor ¥, la segunda por; ala HAP, Figura 3.
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Figura 3. Patron de DRX del B-TCP sintético.

10

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier

Hidroxiapatita, HAF

El andlisis del espectro, de IR-FT para la HAP y la HAP-B,
mostrd las senales en 730 v 1000 emt, relacionadas a los
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modos de tensidn asimétricos del enlace P-0; mientras
que, en 580 cmt se identificd la vibracidn de fexidn
del enlace O-P-0. En la HAP-B se apreciaron bandas
similares, que en la HAF, a excepcidn de la, de 3570 em™,
correspondiente a la vibracidn de estiramiento del enlace
0-H estructural v las, adiclonales en 1400 v 800 cm se
atribuyeron a la sefial de estiramiento del C-0, lo que
sugirid la presencia de carbonatos, debida a la exposicidn
atmosférica, una vez purificada (Ebrahimia et al, 2017,

Figura 4.
OH
HAP
Nl ¥ 1
COy 052
HAP-B
| —
‘roi: POL°
-G.'U'D : D'El.'D'D ) D'\'.;EH:I '!D:T.'H.'F ) "'D-C"-T.l ) b!‘:’ﬂ

Mimaroe de onda o

Figura 4. Espectro de IR-TF de la HAP sintética y, la HAP-B, de
origen bovino.

B-fosfato tricdlcico, B-TCP

El espectro de IR-FT, del B-TCP, mostrd para las bandas
en 580-680 y 1000 cm*, correspondieron a los modos de
vibracidn de estiramiento simétricos, asociados alos PO 7,
caracteristicos del B-TCP, a diferencia de los asimétricos
de la HAP; lo cual se ha explicado, por el cambio de
vibracidn, debida a la mezcla de fosfatos, del B-TCP vy
de la HAP (Ca/P entre 1.5 v 1.67, respectivamente). Las
bandas en 800 v 1100 cmr?, se correlaciond a la vibracion
de estiramiento del enlace P-0. La sefial en 3500 cm™
asociada a la vibracidn del enlace 0-H, de la HAF, no se
aprecid; algunos autores, lo han atribuido a que, el B-TCP
estd en una proporcion mayor, en la fase bifdsica (Owen
et al, 2017; Ebrahimia et al., 2017), Figura 5.
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Figura 5. [R-TF del B-TCP sintético.
Tamafio de particula
Hidroxiopatita, HAP

El tamafio de particula de la HAP dio un valor de 31.86
nm y, para la HAP-B, de 35.54 nm, (Kim et al, 2016]).

B-fosfato tricilcico, B-TCP

El tamafio de particula para el B-TCP fue de 51.33 nm v,
parala HAF de 61.59 nm.

Conclusiones

En este estudio, se obtuvo una HAP con uma pureza
mayor al 99% ¥, un tamafio de particula de 31.86 nm; con
caracteristicas similares a las, de la HAP-B, de 35.54 nm.
Para su integracidn con polimero, en la conformacidn de
biomateriales compuestos, por impresion 3D para ser
usado en 1a regeneracidn dsea. La HAP pura se sintetizd,
a través del estudio de las condiciones de sintesis;
estableciendo una metodologia reproducible. Asi comao,
su confirmacidn, con su andlisis por IR-TF; con la sefial en
3500 em™ del O-H estructural, en coincidencia con la de
otros autores [(Dorozhkin, 2016; Ebrahimia et al., 2017).

La sintesis del B-TCP, por el método de co-precipitacidn,
proporciond una mezcla con HAP en una cantidad
minima; con tamafio de particula promedio de 51.33 nm,
conforme a los resultados en IR-TF v DRX. La eliminacién
de la HAP se realizard por medio del control del pH, entre
6 v 7; una relacién Ca/P de 1.5; probando tiempos de
afiejamiento menor alas 24 h; y control de la temperatura
de cristalizacion.
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Sintesis por coprecipitacion del bifosfato de calcio con

base en hidroxiapatita y B-fosfato tricalcico
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HAR/B-TCP
coprecipliat

£l propésito de este estdio fue encontrar las condiclones de sintesis para obtener
el BCP con base en HAP y §-TCP para una relacdn 70/30 respectivaments, con
tamafio de particula inferior a 60 nm. La sintesis se llevd 2 cabo por el método de
coprecipitacién con la variacidn del pH, la temperatura y el tiempo de
cristalizacién. Los resultados mostraron la obtencidn de HAP/§-TCP desde 50/50
hasta 90/10, lo que se corroboré DRX y FTIR. El pH de |2 sintesis y la temperatura
de cristaltzacién influyeron en la proporciin de las fases; mientras el tempo de
cristalizacifn, en el tamafo de particula. El BCP, 70/30, de HAP/f-TCP, se sintetizd
2 un pH de 9 y temperatura de cristalizacién de 750 °C, por 2 h, con un tamafio de
particula, para la HAP de 27 am y del §-TCP de 51 nm, aptos para su uso como
biomaterial de regeneracién dsea.

ABSTRACT

The aim of this study was to find the synthests conditions to obtain ECP, based on
HAP and §-TCP for a relationship of 70/30 respectively and with 2 particle size less
than 60 nm. The synthesis was carried out by co-precipitation method, varying the
pH, aystallization temperature and time. Results showed HAP/B-TCP from 50/50
to 90/10 was obtained, which was corroborated by DRX and FTIR The pH of the
synthesis and the crystalifzation temperature influenced In proportion of the
phases; while the crystallization time in the partide size. The BCP, 70/30 of HAP /-
TCP, was synthesized with pH of 9 and orystallization temperature of 750 “ C for 2
h, with a particle size for HAP of 37 nm and B-TCP of 51 nm, suitable for use as a
boae regeneration biomaterial.
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Introduccion

los imphntes de regeneraddm dsea para
aplicadones  dentmles, ortopédicas, y de
reconstuccidn maxibfadal son chjetn de
esuidia en b hisgueds de biomaterales gue
cumplan bs caracteristics de composiddin y
propiedades mecinicas semejantes al tejide a
susttuir o regenerar. En el caso de b sustbscidn
temporal del bueso ham surgid kbs fosfatos de
cakio como B Bidroxtapatis, HAF, & fiemub
Caw(PO4)e(0H)2 ¥ el f-fosfato triciiden, [-TCE,
f-Caz[Pdy): bs cmles som componentes gue
simubn B composicidn inorgdmic del hueso
ratural La HAF con una relcidn CafP de 1.67 =
asocia a b formacidn y b fijacifn dsea, mientas
que &l §-TCF com una CafP de 1.5 promueve b
regeneracidn  dsea  ([logesh et al, 2019,
Ebrabimi etal, 2017; Tangetal, 201&).

La HAP y el B-TCF == combinanen proporciones
diferentes, dando lugar al bifosato de caldo,
HCE, éste prover de esthilidsd al imphnte con
respecto al um de bs cerdimics indfviduaks;
con b= venjas adiciorales de
bdocompatihilidad bindegradahilidsd ¥
bioactividad [Logesh et al, 2009; Tang et al,
2014].

Uma rebciin de fases (deal estindar en ] BCF ha
sido dificil de esablecer, ya que, al comparar bs
estudios diferentes s2 ha observado & uso de
contenides variables de HAF/B-TCF desdeS0/50
kasta 90/10, ademds su empeo ha sido en
arimales diversas y partes del ooerpa distings;
por el b imeestigacidn de andamins HAR/E-
TCP es escasa (Prezas et al, Z2007; Ebrahimi et
al, 2017; Liw et al, 2008). No obsante, el BCP
en 7030 de HAF/E-TCF ha side de interés
dehide a que b kidroxiapatih se encuentra en
canbdad mayar en el arganismo ¥ aumenta b
actividad celolar (Fbrahimi et al, 2007; Lio et al,
H00e).La relactdn CafP de b bifase Infire 2o el
comporamientn  bioldgioo del  arganismo
(Ebrahimi et al, 2017), cuando tene un vabr de
14, con HAP dominante, ha pressn@de mma
binactvidad en ks fluids mayor, respecto a
relaciones menaores a 1.5 y magyores a 2;debido
al conitrol de b solshilidad del cerdmdcn ya que b
HAP genera biocompatthilidsd, miemtras = -
TCP b bindegradacitn del imphnte (Skim et al,
2017).

La hicactvidad del BCP no infloye, dnicaments
en & proparcdn utlizads de HAP/J-TCE sno,
en el Bmafio de partfioul en donde b matriz
extraceiular de kos tejidos u drganos naurakes
requiere de dimensiones, por debajo de los &0
nm para que proporcione una  actvidad
hicligica, parecid a b de bbs tejidns a sosttoir
[Gong etal, 2015].

La =ntesis de los fosfatns de clcio para
abtener productns de amafio nanométrioo, se
ha realizads por metodologfas distintas, coma
son el estado silido, la mecanesintesis, el sol-
g=l ¥ b coprecipictn; esta dldma en
comparaciin on  los otros  métodos  es
amigable, con el ambiente y produce un
rendimients mayor al noventa por clests, con
particulas de tamafio nanométrico entre & y 0
nm [Kaavessing et all, 201 5; |udrez et al, 2017)

Las metodologias publicadas del BCP por el
métndo de oprecipitacidn, con una relacdn
a /¥ fija, varfan en intervalos de pH de 9 a 11;
las temperaturas y los Hempos de oristalizacidn
van desde los 700 2 900°C y de 2 a 8 b
respectiamente [Luo et al, 201%5;Ebhrakimi et
al, 2017).

Fl ohjetive de este eshedio fue encontrar las
condiciones de sintesis del BCF a fin de obtener
ura metodologia reproducible, para Lo
proporcidn F0/30 de HAPR/RE-TCP, oon um
tamafo de particula memor a &0 nm. Las
varables estndiadas para  encostrar  las
condiciones que influyeron en el proceso de
obtenddén de ka bifase, fueron el pH de la
sintesis, la temperatura y el Hempo de
cristalizaciin. Fl seguimiento del proceso se
realizd, por medio de las thomims  de
caracterizaciin de difraccidn de rayos £ de
pobas (DRY), espectmsoopla de ahsorcifin
infrarroja por transformada de Fourer (FTIR)
¥ el cibwlo del tamafio de particula por la
euacidn de Scherrer.

Metodologia

La sintesis del BCF se realizd a partr ded
métnde de coprecipitacidn, en el oal se
mantvn fija la relacién CafP iniclal de 161,
varardo el pH, la temperatura ¥ el tempo de
cristalizacidn, con ka fnalidad de obtener
productns de tamafio nanométrico ¥ obsermar

la tendencia de la proporcidn de la bifase
respedto a los cerdmicos individuales
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Reactvos aproximadamente 24 h.  Finalmente, s
probaron las temperaturas y bos Hempos de
Nirato  de  calce tetrahidratado, cristalizacifn desde 750 a 900°C y desde 1

Ca[NOalp*dH:0, pureza 99.55%. Fosfato de
amondodibdsico, [MH):HPO. pareza 99 98%,
PM132083 g/mol Hidréwido de amonlo,

hasta & b, respectvaments, tabla 1
Tabla 1. Condiclones ¢ las pruchas prefiminares

NH,OH, 28.49%, PM. 38049 gfmol £0T Wl propandisn M e ¢ 151
pH | Temperaturade |  Tiempo de

Equipo cristalizacién | crismalimcién(h

¥ ]
Difraccldn de royes X de palves [DRX) 1
la caracterizacidn de s fases se realisd, en un 3
difractdmetro Sdemens [EO00, radiacidn de Sl [
Cubx fAltrada com Wi A= 15404 A, con wna §
constante de Hempo de 045, una constante de 1 ]
paso angular de 0002 2 30 Kv y 25 mA, de 10°a F
To*de 28, 3

E=ili]
Tamafie de particula :
La determinacidn del mafio de particula se B0 a
realfzd, por medio de la eosacidn de Scherrer, a B BED 1
partr ded difractograma de rapes X. En donde TED F
sz midid el ancho a la mitad de la ==fial de 2
intensidad mayor, con b eosaddn siguients: L] 2o T
(Hreschka etal, 2017F) 5 :

A= 089
- ifq ot Resultados

Dande: & &5 la longitud de onda de rayas X; 5 la
intensidad de la sefial mayor; 8, dngulo de

Los resuladns obtenidos a partir de b rebcide

Brigg 7. amato del cristal Ca/P 1.61, en funcién de b variacién del pH, con
b temperatura ¥ o Hempo de cristlzacién,
T sigulentes: 50/50, G0/40, 70730, 80,20 y

La Id=ntificacidn de los modos de wibracitn, de
los compuestns, se efsctud en an eguipo
Faurier, Bruker Vector 22FTIR, en el infrarmajo
medio de #0002 400 cner,

Sintesis de bifosfato de @ldo, BCP

En las simtesis del BCF, para obtener una
redaciém T0,/20 de HAP/BE-TCP, se inicid con las
prucbas preliminares a pardr de wna
proporcidén molar fija de 161, a través de la
adicidn, de 107 ml de Ca(M0;).4H:0 0.1 M,

por goten y agitaddn mastante, 3 166 ml de
[HHq];.HP'Eh. 00 M; terminada la adiddn, se
ajusth y controld el pH de @ a 10, con NH«OH ¥
la temperatums, desde 45 a 55°C, durante 2 b; al
térmimo de este Hempo, se reposo, por 24 h
para la filtracifin posterior y lavada del sdlido,
com Hid destilada; el producto s sech,

0/10 s=gin sus andlisis de DRX y de FTIR. En

cuantn 3 b temperatora de sintesis v &l Hempo
de afiejamientn fuercn ohtenidos en estudins

previas (Reyes et al, 2018; [udrez etal, 2017).
DRX

La identificaciin del BCF se realizd por el
anilisls de su difractograma de rayos X en el
cual s2 determinaron das fases, la primera en
proporcidn mayor coma hidroclapatit, [CDEFS
01-0B9-4405 [dueia): 3.195, 288, y 2637 v ha
segunda como [-fosfato tricdlcico, JCDPS04-
014-2597 (duafa): 2835 2795 y 2783, figun
1, la proporcidn fimal del BEP fue estmada con
el programa Match! asistido por FullProf.
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Figera 1. Patrones de DRX del BCP para Ms

relaciomes: HAP/B-TCP a) 50/50,5) 60/40, c) 70,30,
d)80/20 y ¢) 90/10.

Tamafo de particuka

El amafio de particula promedio del BCP fue
mixto por la presencia de las dos fases, para
cada propercidn se determiné el tamafio; el de
Ia HAP varié entre 31 a 44 nm, mientras para el
B-TCP fue de 51 2 71 nm como se ohserva en la
tabla 1

Tabla Z Tamafo de pardcula del BCPen funcida de
su proporcidn HAP /B TCP.

Proporcién Tamato de
HAP/B-TCP | particula,HAP/B-TCP
(nm)
50/50 40/66
€040 42/64
70/30 37/51
80/20 31/58
50/10 /71
FTIR

El andlists del espectro del BCP, por FTIR
mostrd Lis seflales asocladas a los grupos
funcionales presentes en la HAP y el B-TCP,

figura 2 (Logesh et al, 2019; Ebrahimi et al,
2017; Tang et al, 2016).

4

<

1l
I LJ " L] »

0N XN 1800

Figura Z Espectros de FTIR de BCP, con relaciones:
HAP/B-TCP a) 50/500) 60/40,¢) 70/30,4)80/20 y
¢) 20/10.

anilisis de FTIR corrobord los datos de DRX,
en la obtencién de las dos fases del BCP, las
sefiales en 3590 y en 680 om? fuoerom
relaclomadas al estimmiento del hidroxilo, OH
estructural de la HAP, cuando esta fase se
encuentra en cantidades significativas en la
mezcla, lliega 3 ser visible, debido 3 que el
tamano de la banda es peguefio y de intensidad
baja (Montasez et al, 2014). La banda presents
en 947 cm! al {gual que la identificada en 650
o *fueron atribuidas al estiramiento simétrico
de los POw?, caracteristicos del §-TCP. La banda
en 580 cor! se redaciond al modo de vibracién
simétrico del O-P-0; y, las sefiales de 1000 y
1100 cm'! se correlacionaron a la vibracidn de
estiamiento asimétrico del enlace PO
(Ebrahimi et al, 2017; Tang etal, 2016)

Discwsis

Las condidones reproducibles de
coprecipitacién en 3 obtencién de &
proporciin 70/30 de HAP y f-TCP fueron: la
temperatura de sintesis de 45 a 55 *C con un

Universidad Anteacz MetropoZtam
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tiempo de reaccidn de 3 h, el pH de 9 y el T T T
tiempo de aficjamiento para & precipitacién Bl .S pa
del sélido fue de 24 h y la temperatura de | X vl ”
cristalizacién de 750°C durante 2 h. La " 3 .
obtencién del BCP se realizd de forma <1 ‘ -
quintuple, garantizando la reproducidilidad del | “\
método con productos de pureza mayor al $5% xl . I

[
¥ tamasio de particula menor a 60 nandmetros, ; i A )
\ z
e “ 2
El estudio de las variables tanto de la sintesis, i N
como de la cristalizacién en la obtencién del ] -
BCP  70/30, de HAP/B-TCP, dieron por { N
resultado otras proporciones, representadas en “eoow 1
latabla 2. T v T
’
Tabla 3.Proporciones oblesddas en la sintesis del "
BCP. Figura 3 Dependencia de & HAP y delg-TCP
mwm-m pH Teﬂm“ mm respecto al pH de sintesis, 2 800°C 2 h.
orista
cristalizacion (h) El comportamiento de las fases del BCP, no
(*C) 56k, estuvo en funcidn del pH, también lo fuede
50/50 ] E00 2 la temperatura de cristalzacién. En la figura
60/40 8 8BS0 1 4,5 muestra en la ordenada el porcentaje de
70/30 3 750 R formacién de HAP y B-TCP, mientras en
80,20 3 200 2 ahscisa, la temperatura de cristalizaciéa, en un
90/10 T 00 r intervalo de 800900 “C; en donde o
comportamientoohsevado fue el sigulente: el
contenido de §-TCP aumentd con el incremento
La caracterizacién, de HAP y §-TCP de la bifase, de la temperatura, en tanto i HAP disminuyé.
por DRX, mastrd cambio en la intensidad de las La temperatura de cristalizacdén de 750 “C fue
sefiales principales, relacionadas a s variactén 1a adecuada para cbtener la proporcién 70/30
del contenido de cada una de las fases, como se parael BCP.
ohserva en b figura 1. e : : o
En la sintesis del HCP, el pH fue determinante, g;‘ ' ey 2 |u
para 3 obtencidn de L proporcién 70/30 | — ol '
HAP/B-TCP. Para verla influencia del pH en la 20 s :
proparcién de las fases obtenidas se realizé un fie A bR
estudio variando ¢l pH desde # hasta 10, a uf ’/" 5
800°C, durante 2 h, figura 3En donde, la g’,- W §
ordenada muestra 13 obtencién de HAP y B-TCP = & & T
en funcién dela variacién del pH; en la grifica Sl / \ o?
st analizé gue, conforme auments el valor { .
alcalino del pH se favorecié la formacién de -
HAP, mientras que ka fase de §-TCP disminuyd. al & Ny
Esto, corrobord que el pH de sintesis pan la al
obtencién de HAP es mayor a 10 (lao et al, - T T T
2015) y para el B-TCP a un pH menor a 8, i R o N
debido a la cantidad de lones OH- presentes en ma—t
el medio (Silva et al, 2016). El cruce de Figura 4. Proporcidn de & HAP y delp-TCP en
composicidn indicd que la sintesis de la BCP, funcion a la temperatara de cristalizacion.
70730, de HAP y B-TCP, es 2 un pH aproximado
de 9, adecuado para obtener la proporcidn
deseada.
[ )
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La influencia del pH con respecto a la
formacidn de las fases del BCP, tuvoiene un
cfecto mayor que, la temperatura de
cristalizacién, como se muestra figuras3y 4, en
las cuales s contempla el aumento o
disminucién promedio de fases, HAP y B-TCP.

El tiempo de cristalizacién a diferenca de la
temperaturs, influyd en el tamafio de particula
del btocerimico. En la figura S se ohserva para,
una muestraestudiada a 800°C, la variacédn del
tiempo de cristalizacién, cada 2h hastalas 8 b
La tendencta encontrada fue el aumento del
tamafio de particula, de las fases del BLP, en
fupcién  del iIncremento del tempede
cristalizacién; y, en funcién de su relacién Ca /P,
de acuerdo con otro trabajo (Liu et al, 2008).
En ¢l caso de este estudio, se partié de la
refacién 161 para, favorecer la proporcién
70/20.

El tamaftio de particula mixto para el BCP,
70/30, fue similar alde la HAP y el B-TCP
individuales. En el caso de la HAP se obtuvo en
la sintesis un walor de 37 nm, dentro del
intervalo de 15-45 nm; publicada para una HAP
sintetizada por el mismo método (Sadat et al,
2013); al igual que, el §-TCP de 51 am, con

similar a la de otros autores, de 40-
70 nm (Massit et al, 2014; Li et al, 2016) Se
confirma que, los valores de tamafo de
particula obtenidos en |2 sintesisson

aproplados para dsea en
blomateriales (Kim etal, 2016).

2]
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Figura 5. fluencia del Cempo en ¢l tmalhio de
particala de HAP y B-TCP en ¢l BCP.
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Condusiones

En este estudio, se obtuvo el cerdmico BCP con
proporcidn 70/30 de HAP/R-TCP, por el
métado de coprecipitacién. La metodologha fue
reproducible, con pH de 7 y temperatura de
cristalizacién de 750 “C durante 2 h. Se obtuve
con las aracteristicas =guientes: pureza
mayor al 99%,; tamafo de particula mixto, para
la HAP de 37nm y ka del f-TCP de 51 nm, o cual
es apto para su uso como biomaterial de
regeneracién sea.

A partir de la variacgén de las condiciones
experimentales, tanto del pH de ka sintesis,
como de la temperatura de oristalizacién, se
determind su influencia en el contenido de b
pro n del BCP; desde la 50/50, hasta la
90/10, de HAP/S-TCP. Mientras que, ¢l tiempo
de cristalizacién influyd en el tamafio de
particula. los resultados se confirmaron con
DRXy FTIR.
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