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Resumen—Con el objetivo de garantizar la similitud entre un
material a base de fosfatos de calcio (CaPs), y hueso humano, en este
trabajo se presenta una caracterizacion y posterior comparacion
entre los huesos humano y bovino; con un material desarrollado a
partir de hidroxiapatita (HA), a la cual se le agregd un aglutinante,
con la intencién de obtener un material de andamio poroso para su
aplicacion como sustituto dseo. Las estructuras de los materiales y
la composicion quimica de los mismos fueron evaluadas por DRX,
FTIR, mientras que su porosidad se analizé por micrografia optica,
en lo que respecta a sus propiedades mecanicas como dureza y el
modulo de elasticidad, fueron evaluadas por un micro-durémetro
Vickers, y una prueba de comprension respectivamente.

Palabras clave— Andamios, Dureza, Hidroxiapatita, hueso
humano, Porosidad.

I. INTRODUCCION

La ingenieria tisular se ha convertido en una solucion
prometedora para satisfacer la demanda de tejidos y 6rganos
para la medicina regenerativa. Algunos principios cientificos
y de ingenieria, permiten la producciéon de tejidos de
reemplazo para la reparacion quirurgica [1].

La produccion de andamios e implantes remodelados que
sean capaces de soportar cargas de acuerdo con su entorno
[2], son parte fundamental de la ingenieria tisular, mientras
que lo siguiente, es decir insertarlo mediante una operacion
quirdrgica en un paciente, en el sitio donde se necesita reparar
una fractura 6sea [3], no pertenece en si a esta rama de la
ingenieria, pero si es algo que se debe de tener totalmente en
cuenta.

El uso de HA sintética como sustitutos Oseos es
ventajoso, ya que muchos de estos, no presentan respuesta
inmunolégica o irritante [2]. Aunque se han llevado a cabo
extensas investigaciones sobre biomateriales sintéticos que
sean adecuados para la impresion 3D de andamios para
injertos Oseos, existen pocos bien establecidos que pueden
imprimirse e implantarse en el cuerpo. Estos materiales
incluyen bioceramicos como bioglass, B-fosfato tricalcico (-
TCP) e hidroxiapatita (HA), y biopolimeros como (acido
polilactico), acido glicélico (PGA) y éacido lactico con-
glicdlico (PLGA) [4].

De los anteriormente mencionados, la HA, es uno de los
bioceramicos utilizados mdas frecuentemente para la
reconstitucion de los huesos y tejidos dentales, debido a su
biocompatibilidad, baja densidad, estabilidad quimica y su
similitud de composicion con la fase mineral del hueso [5].
Ademas, de que no es inflamatorio y no causa ninguna
respuesta inmunoldgica o irritante [6]. Aunque diversas
investigaciones demuestran que los implantes que contienen
fosfato bifasico (es decir, que contiene HA y B-TCP),
muestran una mayor reactividad biolégica y una mejor unién
con los huesos naturales [7].

Los andamios porosos se utilizan para llenar grandes
volimenes de pérdida de hueso por fractura, lesion traumatica
u otro trastorno fisico que afecta a la arquitectura dsea y la
funcioén en el cuerpo [4].

El objetivo de este trabajo es comparar (tanto quimica
como mecanica y fisicamente), un material poroso (formado
por fosfato de calcio bifasico y acido fosforico) con el hueso
humano. Esta comparacion se lograra fabricando probetas
porosas de las muestras por medio de la union del polvo a
través de un proceso de endurecimiento mediante presion
aplicada.

II. METODOLOGIA

A. Sintesis de fosfatos de calcio.

Para la sintesis de fosfatos de calcio (CaP’s), se comenzo
partiendo de cascara de huevo triturada hasta obtener un
polvo homogéneo, denominado calcita (CaCOs), el cual fue
tratado térmicamente a 1,200°C, por un tiempo minimo de 3
horas, para obtener 6xido de calcio. Se prepard una solucion
de 6xido de calcio [Ca(OH).]y agua a 1.67M, paralelamente,
se prepard una solucion de acido fosforico (H3(Os) a IM. La
solucion de Ca(OH),, se coloc6 en una parrilla eléctrica, hasta
que alcanzé una temperatura uniforme de 30°C, y en
agitacion constante se afiadié la solucion de Hs;PO, gota a
gota. Una vez terminado el mezclado, la solucién se deja en
agitacion constante durante 24h mas, para después ponerlo en
reposo por 48h en un desecador. Posteriormente, la solucion
se somete a un proceso de purificacion, a una velocidad de 90
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rpm y 90°C durante una hora. EI precipitado obtenido
finalmente se filtra, y se seca a 100°C durante 4h, para
finalmente obtener la hidroxiapatita por medio de la
calcinacién del precipitado a 800°C por 3h, aplicando una
rampa térmica de 5"/ min.

B. Preparacion de las probetas.

El material usado para la fabricacion de las probetas se
obtuvo combinando 6.65g del polvo con una solucién de
H3(PO)a, al 10% (v/v)[8], y mezclando hasta lograr una pasta
totalmente homogénea.

Posteriormente, se introdujo en una prensa hidraulica,
comprimiendo con una fuerza de 0.5 toneladas durante
aproximadamente 1 minuto, para finalmente ser secada en
una estufa a 60°, por aproximadamente 24 horas.

C. Caracterizacion del material.

Se registraron los patrones de difraccion de rayos X, tanto
de los fosfatos de calcio (con y sin tratamiento térmico), los
huesos humano y bovino, como la mezcla realizada para las
probetas, utilizando un difractometro de la marca TNX,
modelo EASYX600 (ATG INSTRUMENTACION) con
radiacion Cu-Ka. Los datos fueron colectados desde 20=15°-
65°, con un tamaio de paso de 0.02°, y una velocidad de 1°/
min.

Los espectros infrarrojos (IR) se registraron en un
espectrometro de transformada de Fourier de la marca
Thermofichser, modelo Nicolet is5 con una celda DRIFT
acoplada y con un intervalo espectral de 4,000 a 500 ondas
(cm™), a una resolucion espectral de ondas superior a 0.8
ondas.

Por otra parte, para la determinacion de porosidad, se
hizo uso de un microscopio Carl Zeiss modelo 3781.

El ensayo de microdureza Vickers se realiz6 en base a la
norma ASTM E384 [9], con un microdurémetro DorLab
modelo MC-65.

La dureza se expresa mediante un valor numérico, el cual
se determinara por medio de la ecuacion (1).

_ (1,854.4)(P)(9.81)
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III. RESULTADOS.

A. Sintesis de fosfatos de calcio.

El tratamiento térmico se practico en condiciones
totalmente controladas, dado que los parametros mas
importantes que pueden afectar las propiedades de HA

resultantes son la temperatura y la duracion del tratamiento
térmico [10].

B. Preparacion de las probetas.
Una de las probetas obtenidas después de la compresion

se muestra en la figura 1A, mientras que la 1B muestra un
chip de hueso esponjoso.

)
Fig. 1. A) Probeta fabricada con la mezcla. B) Chip de hueso esponjoso.

C. Caracterizacion del material.

Los espectros de difraccion de rayos X, fueron
comparados usando los patrones cristalograficos (de la
Cristallografy Open Database), 4cido fosférico (96-152-
7385), de la calcita (No. 96-900-0096), del B-fosfato
tricalcico (No. 96-721-7895) y el de la hidroxiapatita (No. 96
110-0067). Basandose en dichos patrones se realizd una
comparacion cuantitativa por medio del programa Match! 3.

Los espectros de difraccion de rayos X, de los diferentes
materiales, se pueden observar en la figura 2.
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Fig. 2. Difractogramas de los materiales correspondientes.

Intensidad (u.a.)

En los espectros del fosfato sin tratamiento térmico (A) y
el tratado a 800°C (B), se encuentra variaciones en los picos,
debido a que uno de los parametros mas importantes que
pueden afectar las propiedades de HA resultantes son la
temperatura y la duracion del tratamiento térmico [7]. En el
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espectro C (mezcla para probetas), se alcanza a observar
residuos de acido fosforico, el cual fue usado como
aglutinante, los demas picos son parecidos a los del hueso
cortical humano (E), solo que este ultimo los presenta en
menos intensidad. Finalmente, en los espectros D y E,
demuestran que tanto el hueso bovino como el humano
predominan las fases de HA B-TCP, con algunos picos
caracteristicos de calcita.

La figura 3, muestra el espectro FTIR de los materiales
fosfato de calcio sin tratamiento térmico (A), fosfato de calcio
tratado a 800°C (B), mezcla para probetas (C), hueso bovino
(D) y hueso humano cortical (E), en el cual se pueden
observar picos de absorcion caracteristicos de los iones
carbonato (COs>), fosfato (POs*) e hidroxido (OH), los
cuales se encuentran presentes tanto en el fosfato tricélcico,
la calcita, asi como en la hidroxiapatita.
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Fig. 3. Espectroscopia infrarroja de los materiales.

Los principales picos observados en todos los espectros
se presentan entre 990cm! y 1,100 cm’, los cuales
corresponden al ion fosfato. También se pueden observar un
poco menos pronunciados, picos de absorcion de 850 cm™! y
990 cm’!, los cuales representan al ion carbonato, el cual esta
principalmente presente en la calcita (también llamada
carbonato de calcio), y algunos atin en menor escala se ubican
en 3500 cm! y 3650 cm™!, que son correspondientes al ion
hidréxido.

En los espectros correspondientes al fosfato de calcio sin
tratamiento térmico y al tratado a 800°C, se puede observar
un pico pronunciado de carbonato de calcio. El de la mezcla
para probetas se observa mas un poco mas refinado, con picos
mas discretos a comparacion de los dos anteriores (esto se
debe a la incorporacion del aglutinante), con lo cual este
espectro, logré asemejarse mas al espectro del hueso, tanto
bovino, y al humano (que presentan similitudes).

En las micrografias, se midio la porosidad, por medio del
programa ZEN (blue edition). Tanto el area de los poros,

como el dimetro de estos, para compararlos con los
recomendados para una buena citocompatibilidad, para asi
determinar la viabilidad de los injertos.

Las probetas presentan gran cantidad de poros, algunos
de ellos interconectados, ademas de un nimero importante de
microporos, los cuales estan distribuidos aleatoriamente por
toda la superficie.

La figura 4 muestra mediciones del area y diametros
poros representativos en la superficie, tanto de la probeta
fabricada con la mezcla (4A), como del chip de hueso
esponjoso (4B).

fia de la probeta fabricda on a mezcla, y B)
Micrografia de un chip de hueso esponjoso.

En lo que respecta a la dureza, una vez se hubieron
realizado las indentaciones pertinentes en cada probeta, se
procedié a medirlas.

Como lo indica la norma ASTM E384 [9], se realizaron
3 indentaciones en cada probeta. Posteriormente se
calcularon los promedios de las diagonales de las
indentaciones, y se obtuvo un promedio por probeta, para
después calcular la dureza correspondiente con ayuda de la
ecuacion 1.

La figura 5 muestra las indentaciones realizadas en la
probeta fabricado con la mezcla, asi como en el chip de hueso
cortical.

-

Fig. 5. Micrografia de las indentaciones realizadas tanto en la probeta
fabricada con la mezcla (A), como en un chip de hueso cortical (B).

Finalmente, a modo de resumen, la Tabla 1, muestra los
diferentes promedios de los poros, asi como la dureza
calculada en cada probeta.

TABLA
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MEDIDAS DE POROS Y DUREZA CORRESPONDIENTE

Promedio del Promedio del D-u reza
Probeta didmetro (pm) area (um?) Vickers
18 H (HV)
Probeta
fabricada con 152.57+54.08 34,727.05 37.55
la mezcla
Hueso humano  215.67+103.65 51,922.69 50.2

IV.DISCUSION.

Se comprobd la viabilidad de la sintesis de HA y B-TCP,
por un método de precipitado con Ca(OH), y H3PO4, como
precursores y un posterior tratamiento térmico de 800°C.
Ademas, dicha hidroxiapatita, presenta una relacion Ca/P de
1.52, por lo que es una hidroxiapatita carbonatada y, por ende,
semejante a la de los huesos humanos [11]. La apatita
bioldgica es comunmente deficiente de calcio y el carbonato
es un sustituto para los grupos fosfato, por esta razéon es
llamada “apatita carbonatada”, que, aunque tiene una
estructura de apatita, la relacion Ca/P puede variar desde 1.67
hasta 1.33[11-12].

En los bioceramicos de fosfato de calcio, la presencia de
poros con un diametro promedio en el rango de 200-400 um
favorece la invasion de los vasos sanguineos e induce la
migracion, adhesion, proliferacion y diferenciacion de
osteoblastos [13]. Los poros obtenidos en las probetas se
encuentran dentro de dichos limites, ademas se sabe que la
probeta presenta interconexiones de poros, lo cual es un factor
importante para la proliferacion de osteoblastos [12-13], por
lo que es altamente prometedora para ser usada como injerto.

Los espectros DRX, mostraron que las propiedades del
material que se usa para las impresiones de los andamios, en
efecto tiene parecido al hueso, mas que eso, tiene la misma
composicion y estructura que el mismo.

El analisis FTIR, viene a corroborar y apoyar lo antes
dicho, ya que los grupos funcionales que se presentan
principalmente en todos los materiales son los mismos,
presentando Unicamente variaciones en la intensidad de
algunos, los cuales se deben a la parte organica del hueso.

V. CONCLUSION.

Los resultados tanto quimicos, como fisicos, arrojaron
que el material sintetizado, si bien no es idéntico al hueso, es
similar. Por lo que, en base a la bibliografia, esto es muy
prometedor para la biocompatibilidad, sin embargo, esto no
se puede corroborar, por lo que el siguiente paso es realizar
pruebas de biocompatibilidad y rechazo bioldgico.
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