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Resumen

La impresion 3D de biomateriales es una tecnologia de gran auge para la fabricacién de
injertos aptos para la reparacién de defectos dseos con geometrias complejas. Los cementos
de fosfato de calcio (CFC) son bioceramicos empleados en la medicina ortopédica debido a su
similitud con la fase mineral del hueso, la capacidad para ser moldeados como una pasta y
endurecer in situ. La impresién 3D de CFC potencializaria su aplicacién al permitir cirugias
reconstructivas de defectos con geometrias complejas, sin embargo, una limitante es la baja
inyectabilidad de los CFC debido a la separacién de fases que ocurre durante la inyeccién de
la pasta. En este trabajo se ha estudiado la implementaciéon de un polimero termosensible
como el Poloxamero 407 para generar una tinta inyectable. Dicha tinta ha sido formulada
para contener 5 % de hidroxiapatita carbonatada tipo B como agente nucleante biocompatible
y biodegradable. Se evaluaron adiciones de soluciones acuosas de Poloxamero 407 al 0 %,
20 % y 40 % en peso como fase gel a una relacién liquido/polvo de 0,75 mL/g. Se determino el
coeficiente de inyectabilidad, la cohesién de las tintas y se caracterizé la resistencia a la
compresién de los cementos empleando analisis Weibull, determinado que la adicién de
polimero disminuye las propiedades mecanicas de los CFC en un 52,68 % y 81,23 %,
respectivamente, en relaciéon con el CFC de control (0%), atribuido a una menor densificacién
del cemento. Se concluyé que las adiciones del Poloxdmero 407 no interfieren en la
precipitacién de hidroxiapatita deficiente en calcio ni en la degradaciéon in vitro de los
cementos y favorece el comportamiento de la tinta para su posible implementacién en
1mpresiéon 3D.

Palabras clave
Impresién tridimensional por extrusion, inyectabilidad, fosfato tricalcico, poloxamero 407,
tintas de cemento de fosfato de calcio.

Abstract

3D printing of biomaterials is a growing technology in the manufacture of grafts suitable
for the repair of bone defects with complex geometries. Calcium phosphate cements (CFC)
are bioceramics used in orthopedic medicine due to their similarity to the mineral phase of
bone, the ability to be molded as a paste and to harden in situ. The 3D printing of CFC would
potentialize their application by allowing reconstructive surgeries of defects with complex
geometries, however, a limitation is the low injectability of CFCs due to the phase separation
that occurs during the injection of the paste. In this work, the implementation of a
thermosensitive polymer such as Poloxamer 407 has been studied to generate an injectable
ink. Such ink has been formulated to contain 5% of carbonated hydroxyapatite type B as a
biocompatible and biodegradable nucleating agent. Additions of 0 %, 20 % and 40 % Wt
aqueous solutions of Poloxamer 407 were evaluated as gel phase at a liquid/powder ratio of
0.75 mL/g. The injectability coefficient, the cohesion of the inks and the compressive strength
of the cements using Weibull’s analysis were implemented, determining that the addition of
polymer decreases the mechanical properties of the CFC by 52.68 % and 81.23 %, respectively
with relation to the control CFC (0%), attributed to a lower densification of the cement. It
was concluded that the additions of Poloxamer 407 do not interfere in the precipitation of
calcium-deficient hydroxyapatite nor in the in vitro degradation of cements and favors the
ink behavior for its possible implementation in 3D printing.

Keywords

Calcium phosphate cement inks, extrusion three-dimensional printing, injectability,
poloxamer 407, tricalcium phosphate.
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1. INTRODUCCION

A pesar de la estructura resistente de los huesos, estos tienden a ser susceptibles a
cambios en su anatomia o fisiologia afectando asi la regeneracion de las células éseas, su
crecimiento y su rigidez, lo que conlleva a problemas de salud [1]. Entre las enfermedades
6seas mas comunes se encuentran las osteomielitis, el cancer de hueso y la osteoporosis,
siendo esta ultima la enfermedad que maés afecta a la poblacién en el mundo provocando la
disminucién en la densidad 6sea y, por tanto, la cantidad y la calidad del hueso, lo que
produce un aumento de la fragilidad ésea y un potencial riesgo de fractura. Este tipo de
enfermedad afecta al sexo masculino en edades superiores a los cincuenta afos y al sexo
femenino durante el periodo de menopausia debido a la reduccion de los niveles de estrégenos
[2],[3].

Segun la fundacién internacional de osteoporosis (IOF), una de cada tres mujeres y uno
de cada cinco hombres mayores a cincuenta afios sufrira una fractura por osteoporosis, lo que
podra ir en aumento debido a que segiin la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) para
el ano 2050 habra en el planeta mas de 9700 millones de habitantes, cifra que incluira 2100
millones de personas que habran cumplido los 60 afios [4]. Las cirugias basadas en la
implantacién de injertos 6seos para la reparaciéon de fractura o fisuras dseas se han
convertido en un suceso frecuente en la medicina ortopédica, por lo que la implementacién de
materiales con alta integracién al hueso es necesario. Entre estos, se destacan los
bioceramicos y especialmente los cementos de fosfato de calcio (CFC), ya que son una
alternativa prometedora para ser usados en las cirugias ortopédicas.

En la actualidad el abanico de bioceramicos aptos para implementacién en hueso va desde
la hidroxiapatita estequiométrica (HA) y las Hidroxiapatitas Carbonatadas tipo A (HAC-A),
B (HAC-B) y AB (HAC-AB), hasta los vidrios bioactivos y los fosfatos tricalcicos (FTC), siendo
los polimorfos a y B los méas importantes, estudiados y utilizados en la regeneracién de tejido
6seo [1], [6]—-[7]. Los CFC son materiales de injerto 6seo basados en ortofosfatos de calcio
(CaPO.). Este tipo de bioceramico se caracteriza por la gran similitud con la fase mineral del
hueso, la capacidad que exhiben para la osteoconducciéon, la bioactividad y la
biodegradabilidad dentro del cuerpo humano, ademas de ser facilmente manipulables, lo cual
los hace candidatos para la implementacién en cirugias poco invasivas y en sitios con defectos
de alta complejidad o irregulares [1],[4],[8]. Entre las desventajas que poseen los CFC, se
encuentra su baja resistencia mecanica debido a su alta porosidad y al bajo grado de
entrecruzamiento de los cristales de hidroxiapatita deficiente en calcio (HADC) producto de
la reaccién de fraguado del cemento, lo que limita la zona de implantacién a lugares donde el
hueso este sometido a bajas cargas y esfuerzos [9]—[13].

Se ha estudiado que, al adicionar cantidades de HA a los CFC, las propiedades mecanicas
se ven favorecidas debido a la presencia de mayores puntos de nucleacién para la HADC [9].

Por otro lado, el grado de inyectabilidad de la pasta ceramica, es decir, la capacidad que
tiene el material para ser inyectado a través de un orifico pequeno sin necesidad de la
aplicacién de grandes esfuerzos, se ve desfavorecida por la separaciéon de las fases liquida y
sélida durante el proceso de inyeccion de la pasta en el defecto 6seo; por lo que se ha estudiado
que una de las alternativas para disminuir la separacién de fases de la pasta, es aumentar
la viscosidad de esta al incorporar un aglutinante de alta viscosidad como fase liquida para
obtener lo que se denomina como tintas de CFC aptas para impresion 3D por extrusion [14—
16]. Para tal caso se han implementado polimeros termosensibles como el Poloxamero 407 el
cual tiene la propiedad de conversion sol-gel por efecto de la temperatura. E1 Poloxamero 407
es una clase de copolimero tribloque compuesto de una cadena central hidrofébica de
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poliéxido de propileno (PPO) entre dos cadenas hidrofilicas de poliéxido de etileno (PEO) que
le confiere propiedades como la termosensibilidad y la formacién micelar, ademas de ser
biodegradable y soluble en condiciones fisiolégicas, lo que favorece la inyectabilidad de la
pasta ceramica promoviendo su aplicacién en manufactura aditiva mas especificamente en
el area de impresién por extrusién, permitiendo obtener geometrias altamente complejas que
posibiliten la regeneracién 6sea 6ptima cuando es implantado en el cuerpo humano [16]—[19].

La manufactura aditiva (MA) o impresién 3D es un método de procesamiento donde se
realiza la fabricacién de piezas mediante la deposicién del material capa por capa a partir de
un disefnio en dos dimensiones. Este tipo de procesamiento ofrece ventajas sobre otros ya que
conduce a una mayor utilizacién de material, bajos costos de procesamiento y permite la
fabricacién de piezas con geometrias altamente complejas sin necesidad de procesos
posteriores de acabado debido a que las estructuras impresas son iguales al modelo final; es
por esto que la manufactura aditiva es una técnica de procesamiento altamente prometedora
para la produccién de andamios porosos que cumplan con todas las caracteristicas en cuanto
a tamario, forma e interconectividad de los poros para favorecer el crecimiento de las células
6seas manteniendo unas propiedades mecanicas aceptables para este tipo de aplicacién
[20],[21].

En este trabajo se determiné la influencia de la concentraciéon de Poloxamero 407 en la
fase liquida sobre las propiedades fisicoquimicas y de inyectabilidad de un cemento de fosfato
de calcio compuesto de FTC-a y 5% en peso de HAC-B, con el fin de obtener un material
inyectable, bioactivo y biodegradable que pueda ser utilizado en el area de la impresién 3D
con aplicacién como injerto 6seo de defectos complejos.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1. Preparacion de los precursores del CFC
2.1.1 Sintesis de FIC

La sintesis de FTC-a se realizd siguiendo los lineamientos propuestos por [22], en los
cuales basicamente, se emplean los reactivos hidrégeno fosfato de calcio (CaHPO4) marca
Alfa Aesar y carbonato de calcio (CaCOs) marca Merck los cuales se mezclan a una relacién
molar 2:1, se introducen en un crisol de platino y se calienta en un horno hasta los 1400 °C
para promover la Reaccién 1. Después de un sostenimiento de dos horas a dicha temperatura,
se lleva a temperatura ambiente a una velocidad de enfriamiento de 10 °C/min con el objetivo
de estabilizar la fase alfa deseada a temperatura ambiente.

2CaHPO4 + CaCO3 — Cas(PO4)2 + CO2 + H20 Reaccién 1

El FTC-a obtenido se lleva a molienda empleando un molino centrifugo, marca S1000
Restch durante 15 minutos a 500 RPM para finalmente tamizar, empleando un tamiz malla
#500 de la serie Tyler, a fin de obtener particulas menores a 25 um.

2.1.2 Sintesis de HAC-B
La sintesis de HAC-B se realiza por el método de precipitacién en medio humedo.

Inicialmente se disuelve nitrato de calcio (Ca(NOs)2) en agua desionizada con agitacién
magnética constante en un vaso reactor. Una vez disuelto el reactivo, se hace el cierre del
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reactor y alrededor del mismo se dispone un bafio de aceite a una temperatura de 95 °C con
agitacién constante y flujo de argén como gas inerte para evitar la carbonatacién de las
apatitas precipitadas debido al gas carbdénico de la atmoésfera. Obtenida la temperatura
deseada, se adiciona, a una velocidad de 10 mL/min con ayuda de una bomba peristaltica,
una solucién de bicarbonato de amonio (NH4)HCOs y fosfato diaménico (NH4)2:HPO4 hasta
agotar totalmente la solucién para comenzar el tiempo de maduracién donde se conservan
las condiciones de temperatura, agitacion e ingreso de argén durante 30 min para finalmente,
separar el sobrenadante, realizar el lavado del precipitado con agua desionizada, filtrar el
producto obtenido y dejar secar durante doce horas a 80 °C en una estufa de secado [23]—[25].

2.1.3 Soluciones de Poloxdamero 407

El Poloxamero 407 se adquirié comercialmente como reactivo quimico con el nombre de
Pluronic® F-127 de la marca Sigma Aldrich, el cual se encuentra en forma de escamas con
un peso molecular de ~12600 g/mol. Las soluciones se obtuvieron a partir de la disolucién de
las escamas sélidas del Pluronic® F-127 en agua desionizada en concentraciones de 20 % y
40% en peso debido a la insolubilidad que presenta por debajo de este rango. Para la
preparacién de dichas disoluciones se empled una plancha de agitacién magnética y un bafio
de hielo para favorecer la disolucién del polimero [26].

2.2. Elaboracion de los CFC

Se homogenizé en un mortero los precursores sélidos FTC-a + 5 % en peso de HAC-B en
funcién de la cantidad de FTC-a deseada. Se preparé el CFC a una relacién L/P de 0,75 mL/g
con agua desionizada para la tinta de control (CFC-0 % F-127) y las soluciones de Poloxamero
407 concentradas al 20 % y 40 % para las tintas CFC-20 % F-127 y CFC-40 % F-127,
respectivamente; para la evaluacién mecanica, se moldearon probetas cilindricas siguiendo
la norma ASTM C1424 para la evaluacion de la compresion axial de ceramicos avanzados,
evitando tiempos prolongados de moldeo, lo cual puede favorecer el endurecimiento de las
tintas, la pérdida de manejabilidad y la formacién de poros por la poca homogeneidad dentro
del molde [14],[27].

El proceso de fraguado se realiz6é en un incubador (Heidolph Intruments Incubator 1000)
a una temperatura de 37 °C disponiendo los moldes dentro de un recipiente con solucién
salina (NaCl al 0,9 % m/v) a fin de simular las condiciones fisiolégicas. El proceso de fraguado
se realizé en dos etapas, segun protocolos ya establecidos. La primera, consistié en un
fraguado en alta humedad durante 24 horas; en la segunda, las probetas fueron sumergidas
en la solucion durante siete dias, posteriormente, se realiz6 el desmoldeo y pulido manual de
las probetas fraguadas empleando papel de lija.

2.3. Caracterizacion fisicoquimica

Los polvos precursores (FTC-a y HAC-B) y las tintas se caracterizaron empleando
fluorescencia de rayos X (FRX) mediante un espectrometro Thermo Fisher Scientific con
fuente de Rodio-Paladio (Rh-Pd), con el fin de determinar la composicién quimica y de
asegurar una relacién molar Ca/P adecuada. Para determinar las fases cristalinas obtenidas
en cada precursor, se utilizo la difraccién de rayos X (DRX) empleando un equipo PANalytical
de referencia Empyrean, con fuente de radiaciéon de Cobre (Cu ka, A= 1,5418 A) a45 kVy
40 mA realizando un barrido en el rango 20 de 5° a 90° a un paso de 0,01° por segundo. Las
fases obtenidas fueron identificadas mediante la comparacién con los estdndares JCPDS 09-
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0348 para FTC-a; 09-0169, para FTC-8; y 46-905, para HADC. La espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR) se us6 para corroborar los enlaces quimicos presentes,
utilizando un equipo PelkinElmer en modo reflectancia total atenuada (ATR) para lo cual se
realiz6 un barrido en nimero de onda en el rango de 3200 a 350 cm™. Finalmente, se realizé
microscopia electréonica de barrido (MEB) con el fin de observar la morfologia obtenida,
utilizando un equipo JOEL JSM 6490 LV de alto vacio a 20 kV. El Poloxamero 407 se
caracterizé mediante FTIR y DRX empleando los mismos equipos y parametros mencionados
anteriormente.

Se determiné la densidad aparente y porosidad aparente abierta de los cementos
fraguados empleando la norma europea para ceramica avanzada DIN EN 1389, donde se
determinaron tres diferentes tipos de masa: la masa seca durante 24 horas a 80 °C, la masa
aparente de la muestra sumergida durante 24 horas en agua desionizada, permitiendo el
llenado de los poros abiertos y, por ultimo, la masa de la muestra impregnada de liquido
después de ser secada superficialmente con un papel absorbente para posteriormente ser
pesada en aire [28].

Los ensayos de inyectabilidad y cohesiéon de las tintas se realizaron siguiendo los
lineamientos propuestos por [14]. Para la inyectabilidad se emple6 una maquina universal
de ensayos Shimadzu AGS X con celda de carga de 50 kN a una velocidad de ensayo de
15 mm/min y una jeringa con capacidad de 5 ml con diametro del extrusor de 13 mm y
diametro de la boquilla de salida de 2 mm. El extruido se analizé cualitativamente en
términos de conservaciéon de la forma después del proceso de extrusién y cuantitativamente
se determino el porcentaje de inyectabilidad (Iny %), empleando (1), donde We es el peso de
la jeringa vacia, Wf es el peso de la jeringa llena de pasta y Wa es el peso de la jeringa después
de la prueba de inyeccién. La cohesion de las pastas de CFC se evalu6 luego de ser inyectados
en solucién salina (NaCl al 0,9 % p/v) a 37 °C. Para esto se extruyeron 2 ml de las pastas en
recipientes con solucién y se inspeccioné visualmente su comportamiento inmediatamente
después de la extrusion y después de 24 horas [14].

Iny % = Wi wa 60 1)
wf e

2.4. Caracterizacion mecanica

Se caracterizéo mecanicamente los CFC empelando probetas moldeadas manualmente con
geometria cilindrica con dimensiones de 6,35 mm de didmetro y 12,70 mm de altura; para el
ensayo se emple6 una maquina universal de ensayos Shimadzu AGS X con celda de carga de
50 kN. Los resultados obtenidos en el ensayo de compresion axial se analizaron por medio de
un andlisis de distribuciéon de Weibull para 15 probetas ensayas de cada CFC [27].

El procedimiento efectuado para el calculo y grafico de la probabilidad de fallo del material
se realizé mediante (2) propuesta por [29], donde N representa el nimero total de muestras
e “1”los valores de esfuerzo reportados en orden ascendente.

o _ =05
fi— N

2)

Posteriormente, para calcular las distribuciones acumuladas se empled (3), donde Pr(a)
corresponde a la probabilidad de falla del material a cierto esfuerzo aplicado a, m es el médulo
de Weibull y 0, es la resistencia para la cual el 63 % de las muestras fallan.
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Pr(o) =1-— exp(—(%)m) 3)

2.5. Pruebas in vitro

A modo de analisis comparativo, se estudié la degradacién acelerada in vitro de los CFC,
siguiendo los lineamientos propuestos por [30]. Se utilizaron probetas moldeadas con
dimensiones de 3 mm de altura por 6 mm de diametro, después de finalizado el proceso de
fraguado de las probetas, se dejaron secar durante doce horas a 80 °C y se tomd su peso
inicial. Las probetas fueron sumergidas y puestas en agitaciéon constante a 100 RPM en 5 ml
de la solucién acida compuesta por acido clorhidrico (HCI) 0,01M y cloruro de sodio (NaCl)
0,14 M a 37 °C y un pH igual a 2; cada hora, durante ocho horas, fue renovada la solucién
para evitar el cambio de pH y la alteracién del proceso de degradacién; pasadas las ocho
horas, las probetas fueron lavadas con agua desionizada y secadas durante doce horas a 80 °C
para, finalmente, obtener su peso final.

3. RESULTADOS Y ANALISIS
3.1 Caracterizacion de los precursores
3.1.1 FRX de los precursores FICo y HAC-B

Los resultados FRX de los polvos de FTC-a y de HAC-B se presentan en la Tabla 1. La
relacién Ca/P obtenida fue de 1,47 para el FTC-a y de 1,73 para la HAC-B, que corrobora la
correcta sintesis de estos reactivos al compararlos con lo reportado por otros autores donde
presentan valores de Ca/P de 1,5y 1,67 respectivamente [11]. El aumento en la relacién Ca/P
de la HAC-B en comparacién con la HA estequiométrica, se debe a la sustitucion del ion
fosfato por el ion carbonato, ocasionando una disminucién en la cantidad de P
[8],[11],[22],[31].

Tabla 1. Contenido de Ca y P elemental en porcentaje en peso y moles; relacion Ca/P de los polvos precursores.
Fuente: elaboracién propia.

% peso Moles
Ca P Ca P Relacién molar Ca/P
FTC-a 37,58 19,77 0,93 0,63 1,47
HAC-B 41,15 18,47 1,02 0,59 1,73

3.1.2 FTIR de los precursores FICv y HAC-B

La Figura 1 muestra los espectros FTIR de las muestras FTC-a e HAC-B obtenidas.
Finalizado el proceso de sintesis, se corrobora la transformacién y estabilizacién de la fase a
del FTC a temperatura ambiente por la presencia de los modos de vibracion caracteristicos
del ion PO43 presentados a continuacién (Figura 1a), la banda mas amplia correspondiente a
los nimeros de onda 1058, 1013 y 984 cm! indican el estiramiento antisimétrico (vs) del
enlace P-O; a 954 cm! se presenta el estiramiento simétrico (vi) del enlace P-O; en los
numeros de onda 558 y 580 cm! se encuentra la flexién antisimétrica (v4) del enlace P-O; y
finalmente, a 444 cm-!, se presenta el balanceo simétrico (v2) del enlace P-O [22],[32].

En cuanto a la HAC-B se observan, segin la Figura 1b, los picos con mayor intensidad
identificados en los ntimeros de onda 1024 y 960 cm! que corresponden al estiramiento
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asimétrico (vs) del ion PO43, las bandas a 502 y 564 cm™! son indicativas del estiramiento
simétrico (v4) del ion PO4? y el pico correspondiente al nimero de onda 3572 cm! se atribuye
al estiramiento (vs) del ion OH- representativo en la hidroxiapatita. Se corroboré la
sustitucién i6nica esperada para la HAC-B representada en los picos ubicados en 1450-1414
(v3) vy 874 (v2) cm! atribuidos a la vibracion de estiramiento antisimétrica del enlace C-O
presente en el ion (COs2) [33],[34].

a v(PO) ¥, (PO,”) v (PO} %(PO)
e . y

/.
J o

T T r T T T T r
1600 1400 1200 1000 800 600 400

Transmitancia (%)
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Figura 1. Espectro infrarrojo. FTC-a (a), HAC-B (b). Fuente: elaboracién propia.

3.1.3 DRX y MEB de los precursores FICo y HAC-B

En la Figura 2a-b se muestran las imagenes MEB obtenidas para los polvos de FTC-a
(Figura 2a) y HAC-B (Figura 2b). Para el FTC-a se aprecia una amplia distribucion de
tamanios de particula con geometria irregular y bordes redondeados logrado por el proceso de
molienda al que fue sometido; de igual forma se puede apreciar aglomeracién entre particulas
lo que puede atribuirse a humedad presente. Para la HAC-B se puede apreciar el tamaiio
submicrométrico que se obtiene por la ruta de procesamiento utilizada y la aglomeracién de
las particulas atribuida a su tamafio e higroscopicidad.

Se presenta en la Figura 2c-d el DRX de los precursores FTC-a (Figura 2c) y HAC-B
(Figura 2d). Se tiene que los picos corresponden principalmente a la estabilizaciéon de FTC-a
a temperatura ambiente obtenida gracias al tratamiento térmico y que, de igual forma, hay
presencia poco representativa de fase B en la muestra [14],[22]. El difractograma de rayos X
para la muestra de HAC-B evidenci6 la presencia de hidroxiapatita por la correspondencia
de los picos y la baja cristalinidad que presenta debido a la distorsién de los parametros de
red de la hidroxiapatita a causa de la sustitucion idénica del ion PO4* por el ion COs2- [34].

3.1.4 FIIR y DRX del Poloxdmero 407

El espectro IR del Poloxamero 407 se muestra en la Figura 3a donde se destacan los picos
caracteristicos presentes a 2972 y 2880 cm™! atribuidos a los grupos funcionales CHsy CHz,
respectivamente; a 1466 cm-! se encuentra presente la flexion del grupo funcional CH; a 1346
cm! se presenta el aleteo del grupo funcional CHzcon la flexion de estiramiento del enlace C-
C; también se puede ver el balanceo del grupo funcional CHz2 a 1240 cm!. Las vibraciones de
estiramiento a 1100 y 960 cm-! estan atribuidas a los enlaces C-O y C-O-C, respectivamente;
y finalmente, a 840 cm!, se presenta el balanceo del grupo funcional CH: [35],[36].
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Debido a que el Poloxdmero 407 es un polimero semicristalino compuesto por fases
cristalinas de poliéxido de etileno (PEO) y fases amorfas de poliéxido de propileno (PPO,) en
la Figura 3b se muestra el patrén de difraccién de rayos X que confirma su caracter
semicristalino. Los dos picos de mayor intensidad a 19° y 23° corresponden a los planos (110)
y (200) de la fase cristalina del polimero [37],[38]. Los demas picos presentes de mas baja

intensidad se pueden atribuir a la presencia de impurezas relacionadas con algunos residuos
del bloque PEO-PPO [39].
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Figura 2. Iméagenes MEB a) FTC-a, b) HAC-B, y DRX de ¢) FTC-qa, d) HAC-B
Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3. a) FTIR, b) DRX del Poloxdmero 407. Fuente: elaboracién propia.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica, mecanica e in vitro de los CFC

3.2.1 FRX

La relaciéon molar Ca/P obtenida para cada tinta se muestra en la Tabla 2. Las tintas
evaluadas poseen una relaciéon Ca/P similar a la relacion que se tiene para la HADC presente
en la fase mineral del hueso, la cual se encuentra en un rango de 1,5-1,67, lo que puede
significar una buena biocompatibilidad entre el implante y el tejido [8],[40]. Se identifica que
la adicion del polimero no genera un aumento considerable en la relaciéon molar Ca/P final,
ya que este compuesto organico no aporta iones Ca o P en la formulacién dada su naturaleza
organica. Sin embargo, el ligero aumento identificado en los cementos obtenidos con el
poloxamero puede deberse a que la hidroxiapatita obtenida en el cemento es ligeramente mas
ordenada, fenémeno atribuido a que la fase acuosa generada por el polimero disminuye la
cinética de precipitacion de la HA [41].

Tabla 2. Contenido de Ca y P en porcentaje en peso y moles; relacion Ca/P de los CFC obtenidos
Fuente: elaboracién propia.

% peso moles
Ca P Ca P Relacion Molar Ca/P
CFC- 0 % F-127 35,563 18,94 0,88 0,61 1,45
CFC- 20 % F-127 32,19 16,13 0,80 0,52 1,55
CFC- 40 % F-127 29,32 14,62 0,73 0,47 1,55

3.2.2FTIR

En la Figura 4 se presentan los espectros IR del Poloxamero 407 y las tintas después del
proceso de fraguado. Los espectros de las tintas son aproximadamente idénticos lo que indica
que la presencia de Poloxamero 407 e HAC-B dentro de los compuestos no interfieren en la
precipitacion de la fase HA deseada, ya que, a pesar de que no se tiene un analisis
cuantitativo, en las tres tintas se presentan los picos caracteristicos de dicha fase y estos se
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repiten aproximadamente al mismo numero de onda en las tres tintas, lo que
cualitativamente muestra una similitud entre las muestras. Se evidencia la formacién de HA
debido a los modos de vibracién caracteristicos en los numeros de onda enunciados a
continuacién: para el ion PO43 se presentan vi a 960 cm?, vz a 474 cm'!, v3 a 1098-1024 cm'?
y v4 a 560-600 cm!, donde los modos de vibracién en nimeros de onda de 960 cm! y 1098-
1024 cm! se atribuyen al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace P-O,
respectivamente, y los modos de vibracion en los numeros de onda 474 cm! y 560-600 cm'?
son asignados a la flexion del enlace O-P-O de ion fosfato. Por otro lado, los picos del grupo
hidroxilo (OH") de la HA se encuentran en los nimeros de onda de 3570 cm'!, correspondiente
al estiramiento vs y a 636 cm'?, correspondiente al modo vi; finalmente, a 864 cm! se muestra
el modo de estiramiento P-O(H), correspondiente al grupo hidrogenofosfato, indicativo de la
deficiencia de calcio de la HADC lo que se corroborara con los resultados de DRX y MEB [4].

3.2.3 DRX

En la Figura 5 se presentan los difractogramas de las tres tintas. En la Figura 5a se
corrobora la formacién de HADC debido a los picos de mayor intensidad a 25,99°, 31,78°,
32,24°, 32,87° yv 34,09° con algunos remanentes de FTC-B [42]. Adicionalmente, se hizo un
andlisis detallado en el rango de 18° a 20° alrededor de los picos caracteristicos del
Poloxamero 407 con el objetivo de presenciar algin remanente del polimero finalizado el
proceso de fraguado. Segtiin la Figura 5b, se evidencia que no existe presencia de polimero
para ninguna de las tintas evaluadas y que el pico mas proximo a los 23° corresponde a la
HADC precipitada. La no presencia de remanentes de Poloxamero 407 finalizado el proceso
de fraguado se atribuye a la lixiviacién progresiva del polimero en el medio de fraguado
debido a su naturaleza anfifilica [14]. Aunque el Poloxdmero no es toxico y esta aprobado por
la FDA [17], es conveniente que este no se encuentre en la estructura para que no interfiera
en el comportamiento del CFC con las células y su funcién se centre en permitir que el
cemento sea inyectable [43].

¥ {OH') o
Yy {POf'} v, (F'Of') Ve (H PO;-) *. \J4(poq3-} Vs (PO )
~ a0 i

iz ‘

CFC- 0% F-127]

CFC- 20% F-127

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T 1 y
1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm™)
Figura 4. Espectro infrarrojo de las tintas y el Poloxadmero 407. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 5. DRX. a) Tintas evaluadas, b) Comparativo de las tintas con el Poloxamero 407
Fuente: elaboracién propia.

3.2.4 Andlisis morfologico de las tinfas

La Figura 6 presenta las imagenes MEB tomadas a la superficie de fractura de las
probetas cilindricas de las tres tintas después del ensayo de compresion axial. Se evidencia
la morfologia en forma de placas caracteristica de la HADC precipitada debido a la hidrélisis
completa del a-FTC (recuadros rojos), ademas, a bajos aumentos se puede observar una
superficie irregular con algunos vacios debido al proceso de moldeo manual o a la disolucién
de algunos aglomerados del polimero, lo que puede permitir el anclaje de células formadoras
de hueso favoreciendo la bioactividad del injerto (recuadros amarillos) [29],[40]. También
cabe sefialar que a mayores aumentos los cristales se muestran entrecruzados, lo que
favorece mecanicamente el comportamiento de los cementos obtenidos y que, finalmente, la
incorporacién de Poloxamero 407 en las tintas no impide la correcta precipitacion de la fase

HADC [16].
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Figura 6. Imagenes MEB correspondientes a la morfologia obtenida para las tintas finalizado el proceso de
fraguado. Recuadros rojos: morfologia de la HADC, Recuadros amarillos: porosidad
Fuente: elaboracion propia.

3.2.5 Resistencia mdaxima a compresion axial

En la Figura 7 se presentan dos curvas para cada grafica; la curva punteada pertenece a
los datos experimentales los cuales se graficaron empleando (2), mientras que la linea
continua se calculé y grafic6é haciendo uso de (3) para la probabilidad de Weibull. También en
la Tabla 3 se compilan los parametros de Weibull y el esfuerzo caracteristico para las
probabilidades de falla del 20 %, 50 % y 90 % de las muestras evaluadas. El esfuerzo
caracteristico y el esfuerzo a las probabilidades de falla de 20 %, 50 % y 90 % disminuyen con
la adicién de Poloxamero 407, lo que posiblemente se deba a una mayor porosidad en las
tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 % F-127, que puede generarse por la disolucién de las
micelas del polimero durante el proceso de fraguado. De igual forma, tomando como
referencia el esfuerzo al cual fallan el 90 % de las muestras, se puede decir que los cementos
obtenidos podrian ser empleados como injerto dseo en zonas de hueso trabecular donde se
soportan esfuerzos de compresion aproximados entre 2-10 MPa [44].
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Tabla 3. Parametros de las distribuciones de Weibull, esfuerzo caracteristico (co), médulo de Weibull (m)
y probabilidad de falla del 20 %, 50 % y 90 % para cada tinta. Fuente: elaboracién propia.

Tinta oo (MPa) M P20 % P50 % P90 %
CFC- 0% F-127 12,67 9,87 10,89 12,17 13,80
CFC- 20 % F-127 5,565 6,00 4,36 5,27 6,58
CFC- 40 % F-127 3,64 10,65 3,21 3,52 3,97

3.2.6 Densidad y porosidad aparente

En este tipo de cementos, la cristalinidad, el tamano de grano, el area superficial
especifica y el contenido de porosidad, son factores influyentes en su comportamiento ante la
degradacion en condiciones fisioldgicas, es por esto que determinar la porosidad y densidad
aparente puede dar un indicio del comportamiento, no solo a la degradacién, sino también a
las propiedades mecanicas finales de este [30]. En la Figura 8 se ve que la tinta CFC- 0 % F-
127 posee una densidad y porosidad aparente de (1,3 £ 0,1) g/cm?® y (67,1 £ 0,6) %,
respectivamente, en comparacién con los valores (0,7 + 0,0) g/cm? y (69,3 + 0,4) % de CFC-
20 % F-127 y (0,6 = 0,0) g/lem3 y (72,0 = 0,8) % de CFC- 40 % F-127. Lo que indica que la
presencia de Poloxamero 407 con mayor concentracién influye significativamente en la
porosidad de las muestras y, por ende, en la densidad debido a la relacién inversamente
proporcional que estas dos variables tienen, lo cual, a su vez, corrobora los resultados
obtenidos en la resistencia maxima a la compresion.

1,41

H

1,2

10—- /

) /

0,8

H

o6 [~ 7 T

0,4 -

H

Densidad aparente

0,2 +

0,0

) T

T 1 y T J
CFC- 0% F-127 CFC- 20% F-127 CFC- 40% F-127
Figura 8. Densidad y porosidad aparente de las tintas evaluadas finalizado el proceso de fraguado
Fuente: elaboracién propia.

3.2.7 Ensayo de degradacion acelerada

En las micrografias MEB de la Figura 9 se presenta la morfologia de la superficie de las
tres tintas después del proceso de degradacién acelerada durante ocho horas en el medio
acido, el cual simuld, en condiciones fisiolégicas aceleradas (37 °C, 100 RPM y pH 2,0), la
degradacion por osteoclastos durante el proceso de regeneracion 6sea. Se puede observar que,
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en comparaciéon con las imagenes MEB obtenidas en la Figura 6, a bajos aumentos, la
superficie de las muestras presentan menor irregularidad y, de igual forma, a mayores
aumentos, se puede observar una degradacién de los cristales de HADC a causa del medio
acido, notandose una disolucion de las placas de HADC [30]. La degradacién de los cristales
de HADC es mas notoria para las tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 % F-127 lo que puede
atribuirse a una mayor presencia de porosidad aparente permitiendo mayor area expuesta
para la degradacion [12].

CFC- 0% F-127

X500 50pm

CFC-20% F-127

X500~ 50um

CFC- 40% F-127

ay :

20KV vX500 . &0 1 7y UdeA i [ ~emaone 10008 Wi, v & ek
Figura 9. Micrografias MEB luego del ensayo de degradacién acelerada
Fuente: elaboracién propia.

La Figura 10 presenta la pérdida en peso calculada después del proceso de degradacion,
lo cual corrobora lo observado en las micrografias de la Figura 9 donde la presencia de
Poloxamero 407 influye notoriamente en el proceso de degradacion debido a la presencia de
mayor area expuesta para la degradacion. La masa perdida de las tintas con polimero es mas
del doble de la tinta CFC- 0 % F-127, dada la posible presencia de mayor porosidad y menor
densidad causada por el espaciamiento entre particulas producto de la formacién micelar del
polimero, corroborado en los resultados de la Figura 8 [14]. Sin embargo, el porcentaje de
masa perdida entre las tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 % F-127 se considera igual,
indicando que la mayor adicién de polimero no es influyente en la degradacién de tintas
preparadas con el Poloxamero 407.
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Figura 10. Porcentaje de masa perdida de las tintas luego del ensayo de degradacion acelerada
Fuente: elaboracién propia.

3.3 Pruebas de inyectabilidad y cohesion de la tinta ceramica

En la Figura 11 a-b se presenta el diagrama de barras para la capacidad de inyectabilidad
en términos de porcentaje de inyectabilidad de cada una de las tintas y, a la derecha, las
imagenes de los extruidos logrados en dicho ensayo. La tinta que presenté mayor porcentaje
de inyectabilidad fue la CFC- 0 % F-127, sin ninguna adicién de Poloxdamero 407, con un
(57,11 £ 0,42) %, seguida de las tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 % F-127, con (52,98 +
2,75) % y (63,92 £ 0,) %, respectivamente.

El porcentaje de inyectabilidad da indicio de la capacidad que tiene la tinta para ser
extruida por un orificio pequeno, sin embargo, este parametro no tiene en cuenta la capacidad
del extruido para conservar la forma luego de su inyeccién, siendo importante complementar
el analisis con las imagenes del extruido. La mayor facilidad de CFC- 0 % F-127 es atribuida
a la separacion de fases ocurrida durante la extrusién, debido al caracter liquido atribuido a
la alta relacion L/P (0,75 mL/g) empleada. Aunque las tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 %
F-127 no poseen la misma inyectabilidad de CFC- 0 % F-127, debido al incremento de la
viscosidad de la tinta se puede notar que conservd satisfactoriamente la forma después de
extruida. La tinta CFC- 40 % F-127 present6 hilos mas definidos que CFC- 20 % F-127, lo
que potencializa la capacidad de ambas tintas para ser implementadas en impresiéon 3D por
extrusion [14],[45].

La Figura 11c muestra los resultados de cohesién de las tintas, donde la tinta CFC- 0 %
F-127 sin adicién de Poloxamero 407 a la relacién L/P trabajada de 0,75 mL/g se disolvid
inmediatamente sumergida en la solucién salina, resultado indeseado ya que puede favorecer
un riesgoso desprendimiento de particulas dentro del cuerpo humano. Las tintas que
contienen Poloxamero 407 presentaron muy buena cohesién y conservaciéon de la forma
pasadas las 24 horas, lo que presentaria menos riesgo de liberacién de particulas durante un
fraguado in vivo [14].
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Figura 11. a) Porcentaje de inyectabilidad, b) Morfologia del extruido y ¢) Cohesién de las tintas
Fuente: elaboracién propia.

4. CONCLUSIONES

Se realizaron tintas ceramicas de cemento de fosfato de calcio e hidroxiapatita
carbonatada tipo B con adiciéon de Poloxamero 407 a diferentes concentraciones en peso (0,
20 % y 40%); se logrd identificar que la presencia de Poloxdmero 407 no presenta una
influencia significativa en la precipitacion de la fase HADC por hidrélisis del a-FTC. La
adiciéon de Poloxamero 407 influye significativamente sobre las propiedades mecanicas de los
cementos, ya que la resistencia a la compresion de las tintas CFC- 20 % F-127 y CFC- 40 %
F-127 con adicién de polimero disminuye en un 52,68 % y 81,23 % con respecto a la tinta
CFC- 0 % F-127, asociado a la mayor porosidad inducida por el Poloxamero.

La disminucién de la densidad y el aumento de la porosidad de los cementos aumenta por
la adicién de Poloxamero 407, lo cual es atribuido a la formacién micelar del polimero cuando
entra en contacto con la fase acuosa durante la preparaciéon de la tinta. La tasa de
degradacion acelerada y la disolucién de los cristales de HADC aumentan en las tintas CFC-
20 % F-127 y CFC- 40 % F-127 con respecto a la tinta CFC- 0 % F-127, ya que, a mayor
cantidad de polimero mayor sera la porosidad del material y, por tanto, mayor area expuesta
que interactua con el medio degradante, lo que lleva a una mayor pérdida de peso.

Las pruebas de inyectabilidad y cohesién de las tintas muestran que la adicién de
Poloxamero 407 disminuye significativamente la separacién de fases a altas relaciones L/P,
permitiendo la formacién de hilos definidos, con buena conservacién de la forma y
potencializando su implementacién en impresiéon 3D por extrusién para el area de la
medicina ortopédica.
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