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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados de la investigacion sobre la
obtencion y caracterizacion de un material compuesto de PCL/MWCNT/nHA por
impresion 3D. Se establecio el proceso de impresion mas adecuado en el campo de
investigacion de estos biomateriales compuestos. La obtencién de los materiales se
dividi6 en 2 métodos. En el primer método se aplicé el proceso de inyeccién
obteniendo las muestras preliminares y en el segundo método se aplico el proceso
de impresion 3D. El resultado de la evaluacién mecéanica (tensién) mostré, que la
PCL presenta caracteristicas elasticas (730% de deformacion) y al agregar la carga
de nHA sus propiedades mecanicas de tension disminuyen a 200% de deformacion.
Al emplear los MWCNT se registra un incremento en sus propiedades de
deformacion de 230%.

De igual forma el andlisis espectroscépico FTIR evidencia grupos funcionales del
tipo carbonilo y éster presentes en la estructura molecular de la PCL que generan
vibraciones de estiramiento C=0 (1721 cm™) y de C-O (1160 cm™). En el espectro
de nHA se presenta su pico caracteristico del grupo fosfato generando un
estiramiento P-O (1030 cm™"). El modo vibracional de estiramiento C-C (1000-1100
cm™) se encuentra presente en los materiales que contienen el MWCNT, PCL/nHA
y PCL/nHA/MWCNT. El analisis de microscopia electrénica de barrido demostro la
estructura 3D de los materiales compuestos obtenidos en este trabajo. Los andlisis
de difraccidon de rayos X demostraron las sefiales de difraccion en el angulo 26
correspondientes de la PCL (26=21.63 y 26=24.15) y con ello se verifico que el
material presenta caracteristicas semi-cristalinas. Es importante sefialar que el
analisis XDR para la nHA evidencié una estructura con mayor porcentaje de
cristalinidad debido a la cantidad de sefales reportados en el angulo 26 el cual el
mas caracteristico se encontr6 en 20=31.84. El analisis SBF evidencio la
bioactividad de los materiales compuestos con el crecimiento de cristales de apatita

como se esperaba.
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INTRODUCCION



1.1. INTRODUCCION

Actualmente la creacion de objetos fisicos 3D por fabricacion aditiva (AM) por sus
siglas en inglés (additive manufacturing), es una tecnologia de punta que esta
actualmente ganando mas y mas atencion. Esto se debe a la variedad de
aplicaciones propuestas en varios campos que van desde arquitectura hasta
ingenieria, en el desarrollo de productos con aplicaciones en biomedicina. En el
campo biomédico la (AM) ha surgido muy rapidamente como una herramienta
eficiente para la creacion de prototipos de componentes que se pueden configurar

en formas complejas [1-4].

Esta posibilidad no solo esta siendo explotada usando una variedad de procesos
basados en AM para las aplicaciones actuales, sino también para visualizar una
serie de aplicaciones préacticamente indispensables en futuras tecnologias de
fabricacion. Uno de los campos que ha sido revolucionado por el advenimiento de
la tecnologia 3D es la de la medicina regenerativa, en particular de la rama de la
investigaciéon dedicada a la ingenieria de tejidos, que necesitan soportes especificos
(injertos, andamios) y sustratos bioldgicos para su crecimiento. En este contexto, la
viabilidad ofrecida por las tecnologias 3D para disefiar soportes con formas
definidas, es resultando de sistemas con propiedades mejoradas para la

regeneracion de células y tejidos [1-4].

El desarrollo de sustratos biolégicos, que mejoran y mantienen las funciones del
tejido, va junto con la tarea de obtener un andamio para la ingenieria de tejidos. La
mayoria de los tejidos no pueden regenerarse, especialmente cuando ocurre un
dafo profundo en ausencia de un andamio capaz de promover y controlar la
adhesion celular, la migracion, la diferenciaciéon y la proliferacién. Para permitir el
crecimiento celular, el armazén debe imitar la estructura tridimensional de una
matriz extracelular, que ofrece un complejo microambiente altamente estructurado
[1-4].



Uno de los elementos mas destacados de la manufactura digital en medicina y
odontologia es la llamada impresion digital. En odontologia, esta técnica, ha
facilitado el trabajo al profesional al mismo tiempo que se prioriza el bienestar del
paciente. Con los sistemas de prototipado convencionales, practicamente es posible
sblo evaluar la calidad de la impresion. Muchas veces no se toman en cuenta
detalles como contraccidén o expansion de los modelos, tolerancias geométricas y
superficiales, entre otros. La manufactura digital ha mejorado el proceso y la
capacidad de evaluar la preparacion en tiempo real. Con la capacidad de escanear
una pieza dental y visualizarla en un monitor se eliminan los problemas asociados
con la impresién convencional.

Gracias a los avances en biomateriales, hoy en dia existen procedimientos que
pueden regenerar hueso en la zona maxilar restaurando su funcionalidad y
apariencia. Sin embargo, aun persisten riesgos asociados con este tipo de
tratamientos debido a procesos quirdrgicos para colocar y retirar un sistema o
barrera de soporte, reaccion fisiologica al injerto usado para la regeneracion ésea,
reaccion fisioldgica al material de la barrera al no ser completamente biocompatible
y reabsorbible ademas de las cargas biomecanicas por efectos de los movimientos
de masticacibn y cambios de temperatura. Con los avances en medicina
regenerativa, nuevos conceptos y desarrollos de materiales han surgido en la dltima
década. Dependiendo del tipo de defecto, diferentes materiales pueden ser usados
tales como ceramicos, polimeros (sintéticos y naturales), metales y combinaciones
de estos [5].

Las impresoras 3D desarrolladas para la fabricacion de aditivos tienen capacidad
de crear casi cualquier forma y patron geométricamente complejo en una amplia

gama de materiales y ofrece deposiciones conformables de alta precision [6, 7].

El concepto de ingenieria de tejidos se formalizé en 1993 cuando Langer y Vacanti
publicaron un hito historico en ciencias, en el que las caracteristicas y aplicaciones
de andamios tridimensionales biodegradables (3D) fueron los primeros detallados
[8]. Idealmente, los andamios tridimensionales deberian ser altamente porosos,
tener redes de poros bien interconectadas, y tener tamafio de poro adecuado para

la migracion celular y la infiltracion [9]. Varias técnicas de fabricacion

~3~



convencionales se aplicaron a la fabricacion de andamios 3D porosos, como la fibra
union, separacion de fases, fundicion de solventes, lixiviacion de particulas,
laminacion de membranas, moldeo y espumado [10]. Sin embargo, todos estos
métodos comparten un inconveniente importante: no le permiten suficiente control
de la arquitectura del andamio, existe una limitada formacién de red de poros y no
existe un control eficiente en el tamafio de poro, dando lugar a andamios
inconsistentes. Para superar este problema, los investigadores propusieron el uso
de métodos de impresion en 3D para fabricar andamios personalizados con tamafio

y estructura de poro controlado [11 - 13].

1.2. ESTADO DEL ARTE

Mariglen Angjellari y colaboradores (2017), generaron un andamio de PVA
(polialcohol vinilico) y nano diamantes por medio de la tecnologia 3D en donde
destacan que ese proceso no altera las particulas de nano diamante ademas de
gue proponen al material como soporte para regeneracion 6sea [14].

Kai Chen y colaboradores (2017), hicieron un compuesto PVA/HA/PAA en hidrogel
el cual presentd una red de poro, con buena estabilidad térmica y buenas
propiedades mecanicas [15].

Casper Slots y colaboradores (2017), crearon implantes de fosfato tricalcico, acido
ascorbico, dexametasona, calcitriol, fosfato de beta glicerol, acido estearico, polvo
de cobre y 6xido de cobre. Obtuvieron materiales porosos que se pueden fabricar
aditivamente utilizando la técnica de robocasting de acidos grasos/tintas. Los
implantes conservaron su forma y permanecieron inalterados quimicamente por el
proceso de impresion y sinterizacion, ademas poseian una resistencia mecanica

clinicamente relevante [16].

Feng Zhang y colaboradores (2017), destacan tecnologias de impresion 3D
innovadoras para la fabricacién de dispositivos. En comparacion con las técnicas de

fabricacion tradicionales, la impresion 3D muestra varias ventajas en términos de
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rendimiento, factores ambientales, costo y escalabilidad. El beneficio mas
pronunciado del uso de la impresion 3D es su excelente capacidad de disefio. Esta
ventaja permite que la impresibn 3D genere patrones de estructuras

bidimensionales complejas, asi como arquitecturas 3D jerarquicas [17].

Jie Li y colaboradores (2017), propusieron por primera vez, un novedoso electrodo
de estructura 3D hibrido que puede lograr un alto rendimiento en baterias, como
una alta energia por unidad de area y densidad de potencia. La estructura propuesta
utiliza las ventajas de la estructura digital y se puede aplicar a formatos de baterias

a gran escala [18].

Milad Areir y colaboradores (2017), desarrollaron un condensador eléctrico de capa
doble flexible y estable que se puede fabricar en un proceso continuo mediante una

impresora 3D, es decir, un sistema de extrusion [19].

Ying Yang y colaboradores (2016), comentan que los andamios compuestos
impresos en 3D exhiben una gran macro porosidad con una microestructura
homogénea e interconectada, que podria proporcionar una cantidad apropiada de

espacio para la infiltracion celular y el crecimiento del hueso [20].

Yan Xiao y colaboradores (2019), desarrollaron un andamio poroso por impresion
3D como soporte para ingenieria de tejidos manipulando el comportamiento celular.
El andamio fue creado a partir de PCL y MPCL poly( 4-methy-¢e-caprolactona), se
realizaron muestras a diferentes porcentajes en donde la MPCL fue la que present6

mejor bioactividad [21].

Dinghua Liu y colaboradores (2019), fabricaron un material compuesto de SrHA y

PCL mediante impresion 3D para la reconstruccion de hueso [22].

Shim et al. (2013), elaboraron barreras de PCL y poli (acido latico-co-acido glicélico)
(PLGA) usando la técnica de prototipado rapido reportando un médulo elastico de

aproximadamente 50 MPa y 700 MPa para PCL y PLGA, respectivamente [23].



Won et al. (2016), fabricaron barreras mediante la técnica de impresion 3D usando
colageno y una mezcla de PCL, PLGAy B-TCP obteniendo una maxima carga de

tension de 69 N para el colageno y 16 N para la mezcla [24].

Duarte RM, y colaboradores (2018), evaluaron la preparacion de andamios
tridimensionales de PCL utilizando CO, como agente espumante, en donde
agregaron B-TCP y dexametasona sin condiciones super criticas para su posterior

aplicacion en ingenieria tisular [25].

Agnieszka Sobcza, colaboradores (2018), prepararon hidroxiapatita y sintetizaron
composites basados en gelatina, albumina y polivinilpirrolidona modificado. En
donde se evaluaron las propiedades que aportd la hidroxiapatita mediante FTIR,
SEM, EDS y XRD. Concluyeron que el material es un potencial candidato para

aplicaciones biomédicas [26].

Boyang Huang, y colaboradores (2018), utilizaron la fabricacién aditiva (impresion
3D) para crear andamios porosos que contienen diferentes cargas de (MWCNT)
(0.25, 0.75 y 3% en peso) para la regeneracion del tejido 6seo. Los resultados
muestran que los MWCNT mejoran la adsorcion de proteinas, propiedades
mecanicas Yy bioldgicas. El material que se disefié con el 3% en peso de MWCNT

se sefiald es un buen candidato para la regeneracion de tejido 6seo [27].

1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas de la ingenieria de tejidos es precisamente cumplir
con las caracteristicas requeridas del material como biocompatibilidad, bioactividad,
porosidad para un Optimo funcionamiento y de esta forma cubrir una demanda en

el sector biomédico para fortalecer los implantes para reconstruccion 6sea.

Se plantea obtener un andamio bajo el proceso de impresion 3D con un material
compuesto biopolimérico y poder resolver algunos de los problemas principales de
la ingenieria de tejidos como el mantener una alta porosidad, redes de poros

interconectados, tamafno de poro adecuado que se encuentre entre 100 y 500 ym,
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todo esto para obtener una vascularizacién optima, resistencia mecanica adecuada
considerando que no todos los huesos se someten a las mismas condiciones de

estrés o de deformacion.

1.4. JUSTIFICACION

El presente trabajo proporciona una alternativa a la necesidad de implantes en el
area de la ingenieria de tejidos, es importante que trabajos relacionados con esta
area puedan abordarse para plantear una posible solucion y generar un aporte al
estado el arte en el desarrollo tecnologico de materiales con posibles aplicaciones
biomédicas. La impresion 3D generara un biomaterial compuesto que sea
biodegradable y biocompatible ademas de ser poroso. La PCL como matriz
polimérica proporcionara la biodegradabilidad y biocompatibilidad esperada. Por
otro lado, la nHA es un compuesto natural presente en los huesos humanos (60 —
70 %), lo cual lo hace un potencial sustituto para el tejido 6seo, por ello el interés de
su empleo en investigaciones de ingenieria tisular. Los MWCNT aportan
propiedades mecanicas como esfuerzo y deformacién, caracteristicas necesarias

en un soporte de ingenieria tisular.

1.5. HIPOTESIS

El uso de la policaprolactona (PCL) como matriz polimérica para la obtencion de
estructuras 3D, en conjunto con cargas hanométricas como los son los nanotubos
de carbono (MWCNT) e hidroxiapatita (nHA) brindaran a este material
caracteristicas fisicas (estructura y porosidad), mecanicas (tensién) y de
bioactividad necesarias para poder implementar dicho material como andamio en

ingenieria tisular.

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. GENERAL



Obtener y caracterizar un material compuesto de PCL/MWCNT/nHA a partir de

impresion 3D para su posible aplicacién en ingenieria de tejidos.

1.6.2. PARTICULARES

Obtener y caracterizar mediante analisis espectroscépico, mecanico,
estructural y de bioactividad de materiales compuestos de PCL/MWNTC/nHA
por el método inyeccion variando la cantidad de MWCNT (5.26%, 10% y
14.28% en peso) y nHA (5.26%, 10% y 14.28% en peso).

Obtener y caracterizar mediante analisis espectroscopico, mecanico,
estructural y de bioactividad de materiales compuestos de PCL/MWCNT/nHA
por el método de impresion 3D.

Realizar un analisis comparativo de ambas técnicas (inyeccidén e impresion
3D).

1.7. METAS

1.

Obtener un material compuesto empleando la matriz de (PCL) y 2 cargas
(MWNTC/nHA) por el método de inyeccion y después por el método
impresion 3D.

Caracterizar el material compuesto por al menos dos técnicas
espectroscopicas (FTIR y XRD) para determinar los grupos funcionales y
caracteristicas estructurales.

Caracterizar el material compuesto obtenido por al menos una técnica de
analisis mecanico (tension) para determinar sus propiedades mecanicas
(esfuerzo — deformacion).

Evaluar bioactividad mediante fluido corporal simulado (SBF) a 2 tiempos (15

y 30 dias) de exposicion.

5. Escritura de una tesis de maestria.

6. Escritura de trabajo para presentar en congreso especializado.

7. Obtener el grado de Maestria en Ciencias de la Ingenieria.



CAPITULO I
MARCO TEORICO



2. MARCO TEORICO

2.1. POLIMEROS

Los polimeros son moléculas de gran tamafo, constituidas por “eslabones”
organicos denominados mondémeros, unidos mediante enlaces covalentes. Los
eslabones estan formados, fundamentalmente, por a&tomos de carbono y pueden
poseer grupos laterales o radicales con uno o mas atomos. Estas moléculas
organicas son las que constituyen los materiales plasticos que conocemos y
también los tejidos de los seres vivos (piel, musculos, tela de arafia, seda, etc.).
Una macromolécula esta constituida por cientos de miles de mondmeros. La
polimerizacion se produce en un reactor que contienen los monémeros y demas
reactivos o catalizadores necesarios para producir largas cadenas.

Los polimeros sintéticos se producen mediante un proceso denominado
polimerizacion. En este proceso se produce la reaccion de miles de mondmeros que
pasan a formar parte de una larga cadena macromolecular. Existen dos tipos de
polimerizacion: de adicidén o crecimiento de cadena y de condensacién o crecimiento

por pasos[28].

2.2. CERAMICOS

Los materiales ceramicos que se usan en la regeneracion 6sea, como la
hidroxiapatita (HA) y fosfatos de calcio en general, se caracterizan por tener las
siguientes propiedades: composicidén quimica semejante con el componente mineral
del hueso, propiedades mecénicas semejantes a las exhibidas por los huesos y
propiedades bioactivas. En esta categoria de material ceramicos el mas usado es

la hidroxiapatita la cual es un fosfato de calcio cristalino (Caqg) (PO4)s(OH),. Este

material, de tipo ceramico, es el componente mineral principal de los huesos en los
mamiferos pues entre el 60 y el 70 % del peso del tejido 6seo seco es este
compuesto. En dependencia de su fuente puede presentar una estructura muy
similar al tejido 6seo, lo que provee caracteristicas de osteoconductividad que
permite que el tejido conectivo del hueso que le rodea le penetre y realice un
proceso de osificacion del material [29, 30].
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2.3. MATERIALES COMPUESTOS

Los materiales compuestos son combinaciones macroscépicas de dos o mas
materiales diferentes que poseen una interface discreta y reconocible que los
separa. Debido a ello, son heterogéneos (sus propiedades no son las mismas en
todo el volumen). Si bien algunos materiales compuestos son naturales (como la
madera o el hueso), la gran mayoria de los materiales compuestos utilizados en la

actualidad son disefiados y “fabricados” por el hombre [31].

2.4. BIOMATERIALES

La primera generacion de biomateriales utilizados, se clasific6 como biomateriales
Bioinertes. Con el paso de los afios, se hizo patente que dichos materiales
presentan grandes limitaciones, como por ejemplo que la interaccion material-tejido
estaba muy comprometida, y nada controlada. Asi surgieron los biomateriales
bioactivos, cuyo objetivo afiadido, es el de interaccionar de manera activa con el
organismo favoreciendo la integracion del biomaterial. Al mismo tiempo surgi6 el
concepto de biomateriales bioreabsorbibles, (condicion de ciertos biomateriales
gue, después de ser implantados en un tejido del organismo, experimentan
fendmenos de disolucion en los fluidos corporales). Estos fueron clasificados como
los biomateriales de segunda generacion. A efectos préacticos, en la actualidad se
utiizan en clinica de reparacién 6sea fundamentalmente biomateriales no
reabsorbibles (ej. Materiales de titanio) con elementos bioactivos (ej., recubiertos
con fosfatos de calcio). En los ultimos afios, se han desarrollado una tercera
generacion de biomateriales. Estos materiales, buscan interactuar con el tejido de
forma especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, combinando asi
las propiedades de bioabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo material. Por
lo que cada vez, los criterios se van acercando méas a lo que seria el biomaterial
ideal. Los materiales de uso biomédicos pueden tener un origen artificial o bioldgico.
Atendiendo a la naturaleza del material con el que se fabrique el implante, los
biomateriales artificiales, se pueden clasificar en materiales metalicos, polimeros,

cerAmicos o0 materiales compuestos. Para conocer los requisitos de los
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biomateriales, es necesario conocer las funciones que deben desempefar, asi
como el medio en el que van a estar una vez introducidos en el organismo. No solo
es importante que el biomaterial ejerza la funcién para la que ha sido disefiada, si
no que interaccione de manera adecuada con el cuerpo. [32].

El tejido 6seo representa la parte mas importante del esqueleto. Desde el punto de
vista tecnolégico es Unico en cuanto a compendiar gran dureza y fortaleza con el
minimo peso posible. A pesar de su dureza y resistencia, el tejido 6seo posee cierta
elasticidad y presenta todas las propiedades que lo hacen especialmente apto como
material esquelético. El tejido 6seo provee al esqueleto de su necesaria fortaleza
para funcionar como sitio de insercion y sostén de peso para los musculos y dar
cierta rigidez al organismo para protegerlo. El hueso es un tejido vivo compuesto
por minerales, proteinas, agua, células y otras macromoléculas. Aunque la
proporcién de las diversas sustancias varia de acuerdo a las diferentes partes del
cuerpo, edad del individuo o presencia de alguna enfermedad, el tejido 6seo
contiene en forma general dos tercios de sustancias inorganicas y un tercio de
sustancias organicas. La fase inorganica o mineral representa entre un 60 y un 70%
en peso del tejido 6seo, contiene ademas entre un 5y un 8% de agua y el resto esta
constituido por la matriz organica la cual estd compuesta en un 90% por colageno y
un 5 - 8% por proteinas. El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado duro y elastico
gue proporciona soporte y proteccion a los 6rganos, responsable del mantenimiento
de homeostasis mineral y fuente de células troncales hematopoyéticas. Por lo tanto,
el tejido 6seo esta involucrado en un ciclo constante de resorcién y formacién
(remodelado 6seo) controlado por la regulacion hormonal y las necesidades

mecanicas del organismo [32].
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2.5. ANDAMIOS

Un andamio preparado a partir de un biomaterial es esencial para llenar el defecto
y para actuar como transportador de las células y/o de los factores de crecimiento
utilizados en la reparacion del defecto. Los requerimientos basicos para cualquier
biomaterial utilizado para la sintesis de andamios o constructos, son la
biocompatibilidad y las propiedades superficiales adecuadas que favorezcan la
adhesion, proliferacion y diferenciaciébn celular. biodegradabilidad, eficacia
mecanica para aplicacion especifica, bioconductividad, bioactividad, facilidades
para esterilizacion y almacenaje y relacion coste-eficacia razonable. biomateriales
sintéticos (bioceramicas y biopolimeros) son los materiales fundamentes utilizados
para la fabricacion de andamios. Los sintéticos ofrecen la ventaja sobre los
naturales, se pueden modificar, adaptar, en funcion de las propiedades que se les
quiera dar, de forma que su accion es mas predecible [32]. En la figura 1 se observa

los requerimientos para un andamio.

(./

Determinan las caracteristicas:

Composicion quimica propiedades fisica

Biocompatibilidad. Porosidad.
Biodegradabilidad. Tamaiio de poro.
Osteinduccion. Propiedades de superficie.

Propiedades mecanicas.

Figura 1. Caracteristicas de un andamio [32].

~ 13 ~



2.6. POLICAPROLACTONA (PCL)

i
O— (CH,); —C

Figura 2. Estructura de la PCL [33].

La PCL es un polimero biodegradable con una tenacidad destacable y buena
biocompatibilidad. Es un polimero semi-cristalino alifatico que tiene una
degradacion lenta, requiere gran cantidad de energia para su fractura. La naturaleza
guimica hidrofébica del PCL es tan buena como su superficie baja en humedad.
Recientemente se ha demostrado que las propiedades bioldgicas y quimicas de los
andamios de PCL pueden adaptarse para fases orgénicas osteogénicas y de
osteoconductividad para promover la regeneracion 0sea. ElI material tiene una
temperatura de fusién de 60°C, una temperatura de transicion vitrea de -60°C y se
considera lineal e isotrépico [34].

Por ser un material no toxico, permeable, biocompatible y biodegradable se cree
que es un material apropiado para implantes. La alta compatibilidad con los
osteoblastos hace que sea propuesto como material primordial para sustituto de
hueso para cirugia reconstructiva maxilofacial. La degradacion de la PCL es muy
lenta especialmente en aquellas con alto peso molecular. Por ser un material
hidrofébico se estima que le toma méas de 3 afios degradarse. PCL es también un
compuesto potencialmente interesante ya que es biodegradable en condiciones
exteriores en presencia de microorganismos. En contraste, la PCL no es degradable
en cuerpos humanos y animales, excepto por hidrélisis quimica simple, pero su alta
cristalinidad y su alta hidrofobicidad son factores limitantes, y la degradacion in vivo
requiere varios afios. Sin embargo, la PCL es biocompatible y tiene una excelente
permeabilidad a los medicamentos [35].

En efecto la degradacion hidrolitica de PCL puede ser considerada una reaccion

lenta, sin embargo, los mecanismos de degradacién enzimética logran contribuir a
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la reabsorcion de los implantes PCL in vivo. No es mutagénica pero no presenta
bioactividad intrinseca. Se ha estudiado como sistema de liberacion controlada de
farmacos, en ingenieria tisular en aplicaciones de ingenieria de tejido endotelial
vascular/esofagico, en ingenieria tisular de hueso y cartilago, reforzada

ocasionalmente con componentes inorganicos [36].

2.7. HIDROXIAPATITA (HA)

La hidroxiapatita (HA) es un bio-cristal, formado por atomos de calcio, fésforo, e
hidrogeno. La HA esta presente en dientes y huesos confiriendoles su dureza
caracteristica, pertenece a la familia de las apatitas, presenta una estructura
hexagonal. En la naturaleza las apatitas se pueden encontrar formando parte de las
rocas sedimentarias y metamorficas. En los huesos esta siempre acompafiada de
estructuras organicas como la colagena. Otras apatitas de importancia bioldgica son
la fluorapatita y la cloro apatita. Los principales componentes quimicos de la
hidroxiapatita son el calcio y el fosfato. Sin embargo, la HA natural contiene
porcentajes minimos de sodio, cloro, carbonatos y magnesio, los cuales juegan un
papel preponderante en la funcion re modeladora del hueso. Por esta razon, no se
le considera una apatita pura. La hidroxiapatita sintética, que se obtienen a partir de
fosfatos di célcicos vy tricalcicos a través de un proceso de sintesis relativamente
simple, presentan una pobre resistencia mecanica, ademas de disolverse facilmente,
lo cual no es deseable para utilizarla como biomaterial de sustitucion 6sea. Si la
hidroxiapatita bioldégica se combina con sustancias extraidas del mismo paciente,
como el plasma rico en plaquetas, los resultados se optimizan sobre todo en la
osteo-regeneracion. La HA, o sus precursores, también se pueden encontrar en
exoesqueletos como el de la estrella de mar, en los corales marinos, en los
esqueletos de los vertebrados, en el esmalte y dentina de los dientes, en especies
de bovinos y porcinos. El esmalte y la dentina de los dientes y el esqueleto son
tejidos mineralizados. Antes de entender cuél es el comportamiento de la HA en
tejidos estructurados con comportamiento complicado es necesario entender de
donde proviene este interesante cristal. Todo empieza por el calcio. El calcio es un

elemento con gran relevancia, no sélo para la estructura y el funcionamiento
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posterior de los tejidos mineralizados, sino también acompafiando la funcién integral
de los individuos. Es un elemento esencial para que los individuos vivan y tengan
excitabilidad nerviosa, contracciones musculares, paso de sustancias a través de
sus membranas, y actividad hormonal. La presencia de magnesio en tejidos
mineralizados es importante a pesar de que existe en pocas cantidades, ya que la
mineralizacion 6sea es dependiente del Mg. En el ser humano el magnesio se
encuentra en aproximadamente 50 g de los cuales el 50%, se encuentra en el
sistema 6seo. Este ion divalente se convierte en indispensable ya que muchas
reacciones de segundo mensajero o de transduccién se llevan a cabo sélo en su
presencia. La forma de estudiar tejidos mineralizados ha constituido un reto para los
investigadores, ya que se han tenido que disefar técnicas especiales para los
tratamientos histolégicos y preparacion de muestras para microscopia electronica.
Estas preparaciones son diferentes a las técnicas de preparacion de los tejidos
blandos. La aplicacion de técnicas espectroscopicas y de andlisis quimicos para
conocer el comportamiento de este dinamico cristal se han desarrollado en paralelo
con los avances tecnoldgicos. A partir de las variaciones térmicas en el esmalte
dental humano, los investigadores concluyeron que este material responde como
conductor en un punto critico de 200 °C, ademas se demostrd por rayos X que la
estructura hexagonal se vuelve mas definida. Con las técnicas de rayos X y analisis
guimico, Ramer observo las fases del esmalte, dentina y hueso, e identificé los
componentes de fosfatos de calcio, con estructura de la HA [37].

2.8. NANOTUBOS DE CARBON (CNT)

Los nanotubos de carbono (CNT) o las estructuras nano tubulares basadas en
carbono han recibido mucha atencion desde los afios noventa. Son cilindros huecos
formados por una (CNT de pared simple, SWCNT) o varias capas de grafeno (CNT
de paredes multiples, MWCNT) Los CNT se pueden fabricar a través de una
variedad de métodos, incluyendo la deposicién quimica de vapor (CVD) y la
descarga por arco, y han ganado gran interés en muchos campos diferentes debido
a sus propiedades mecanicas, quimicas y eléctricas Unicas. Para superar barreras

como la cito toxicidad y la dispersabilidad, la funcionalizacion de las CNT
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proporciona una posible solucién. La funcionalizacion de las CNT no solo puede
aumentar su solubilidad, sino que también proporciona sitios mas funcionales para
conjugar genes, farmacos, ligandos y agentes. Por ejemplo, los CNT conjugados
con PEG ayudaron a impedir la opsonizacion in vivo, asi como impidieron la
captacion del sistema endotelial reticular (RES). La PEGilacién es el método mas
efectivo para mejorar las propiedades in vivo de los CNT y la baja citotoxicidad. La
funcionalizacién covalente de los CNT mostré una mejor dispersion. Antes de la
funcionalizacién covalente, un grupo acido carboxilico en la superficie de los CNT
debe activarse utilizando reactivos como cloruro de tionilo, cloruro de oxalilo o N-
hidroxisuccinimida para obtener grupos intermedios altamente reactivos para un
enlace covalente estable. Los CNT ofrecen muchos beneficios en diversas
aplicaciones, como la ingenieria de tejidos, el suministro de farmacos dirigidos, el
diagndstico por imagenes y el diagndstico y la terapia foto térmica. El proceso de
injerto 6seo requiere un andamio mimético 6seo asociado con el proceso natural de
curacion 0sea. Un proceso de curacion mejorado puede ser posible con CNT que
ayudan a la formacion de hueso nuevo. Los CNT se han investigado para

reemplazar el colageno en los andamios para el crecimiento 6seo [38].

Los nanotubos de carbono (CNT) fueron sintetizados por primera vez por Lijima
como un subproducto del método de descarga de arco en sintesis de fulierenos. Los
CNT pueden ser clasificados en dos tipos: nanotubos de carbon de pared mdltiple
(MWCNT) y nanotubos de carbén de pared simple (SWCNT), como se muestran en

la Figura 3.

Figura 3. Estructura quimica de los CNT a)
SWCMT y b) MWCNT. Lijima [38].
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Las propiedades superiores y potenciales aplicaciones de los nanotubos de carbono
atraen cada vez mas interés cientifica y tecnologicamente. Su alta relacion
longitud/diametro, resistencia, modulo elastico, la flexibilidad, la rigidez, la
capacidad de absorcién de energia grande, conductividad Unica y estabilidad
guimica junto con otras excelentes propiedades han llevado al uso de los nanotubos

de carbono como una nueva fibra para una variedad de materiales compuestos.

Del mismo modo, MWCNTs son relativamente una nueva forma alotrépica de
carbono con alta relacion de aspecto, resistencia excepcional, estructura atdmica
Unica, la conductividad térmica y la biocompatibilidad. Haciendo nano estructura es
adecuado para recubrimientos biomédicos. Ademas, la biocompatibilidad de los
nanotubos de carbono en la aplicacion ortopédica también se establecid por
estudios que muestran un crecimiento acelerado del hueso (in vitro) y la proliferacion

de los osteoblastos, que fortalece su candidatura como biomaterial ortopédico [39].

El tejido 6seo o hueso es un material duro, anisétropo que forma la base del
esqueleto y sus funciones son soportar la estructura del cuerpo y protegerlo contra

cargas externas [39].

El hueso puede considerarse un material complejo formado por un componente
mineral y un componente organico. EI componente mineral corresponde a un 60-
70% del tejido 6seo y es reconocido cristalograficamente como mineral apatita,
especificamente hidroxiapatita impura de baja cristalinidad Ca4o(PO,)s(OH), la
cual le da la dureza que caracteriza al hueso. El 30 - 40% del tejido restante es el
componente organico con un 90% de colageno tipo | y un 10% de otras proteinas,
brindando la flexibilidad al hueso. Posee una humedad de hasta el 30% de su masa
total Los cristales de hidroxiapatita estan en forma de aguja, placas y varillas con
tamanos de decenas de nanémetros de largo y ancho, y con espesor de 2 0 3 nm,
estas se situan dentro de las fibras de colageno (aproximadamente 15 mm de largo

50 - 70 nm de didmetro) formando dos tipos de estructuras 0seas [39].

Hay dos tipos de tejidos 6seos: hueso trabecular o esponjoso y hueso cortical o
compacto. El hueso trabecular se encuentra en los extremos y zonas intermedias

de los huesos largos y en el interior de los huesos planos o pequefios, constituyendo
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placas y barras interconectadas formando una red que da origen a su segundo
nombre. El hueso cortical representa aproximadamente el 80% de toda la masa
esquelética y esta formado por capas con canales vasculares rodeadas por hueso

laminar [39].

2.9. INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos humanos, o ingenieria tisular, se puede definir como un
grupo de herramientas utilizadas para la creacion de implantes con caracteristicas
similares a las fisiol6gicas, capaces de conducir e inducir la regeneracién de un
tejido especifico, el cual ha sido lesionado o perdido por causas diversas. La
Ingenieria tisular nace como respuesta a los problemas que presentan las terapias
de reparacion y regeneracion de tejidos que se utilizan actualmente. Un tejido puede
ser dafado por diferentes razones, por ejemplo, debido a los agentes mecanicos,
generalmente externos, como los accidentes, o a las lesiones patolégicas propias
de enfermedades congénitas, autoinmunes, cancer, etc. El gran numero de
personas afectadas por las lesiones discapacitantes, y las tremendas
consecuencias que esas lesiones tienen en quienes las padecen, han concitado la
atencion de la comunidad cientifica, que busca los métodos mas adecuados para

restituir el 6ptimo desempefio del 6érgano o tejido afectado [40].

Los andamios son estructuras tridimensionales (3D) biocompatible que pueden
imitar las propiedades de ECM (matriz extra celular) (como soporte mecanico,
actividad celular y produccién de proteinas a travées de interacciones bioquimicas y
mecanicas), y proporcionan una plantilla para la union celular y estimulan la

formacion de tejido éseo in vivo [41].

El tamafo ideal de poro varia entre 100 y 500 ym [42, 43]. Para una correcta
osteogénesis, es necesaria una adecuada vascularizacion del tejido, los poros son
un elemento clave, y no solo la presencia de estos, ademas el control de su tamafio
medio [44]. Se consigue una adecuada vascularizacién del tejido con poros de

aproximadamente 200 pym [45]. Distintos estudios parecen mostrar que, poros de
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tamanio inferior a 50 ym favorecen la formacién de tejido fibroide, menores de 100
pm, favorecen el desarrollo de tejido osteoide, y poros de tamafo mayor de 100 um,

dan lugar a la formacion de hueso mineralizado [46].

Existe una gran variedad de técnicas de impresion 3D desarrolladas y aplicadas en
el campo de la ingenieria de tejidos, con diferentes enfoques para reproducir un
modelo generado por computadora. Dentro de las limitaciones del método de
fabricacion, el ingeniero puede disefiar la arquitectura externa e interna que se
construira utilizando software de disefio asistido por computadora (CAD), informado
a través de ecuaciones mateméaticas o valores derivados de datos clinicos. Los
métodos basados en CAD son los mas ampliamente utilizados en el campo. En
estos métodos, el disefio de estructuras complejas se logra combinando geometrias

simples (prismas, conos, cubos, esferas o cilindros).

A medida que los modelos se vuelven muy grandes e intrincados, el tamafio del
archivo aumenta exponencialmente, lo que dificulta su manipulacién ain mas. Para
reducir estos tamafios de archivo y mejorar la eficiencia de generacion de modelos,
varios grupos han desarrollado una biblioteca de andamios, sistema asistido por
computadora para andamios de tejidos (CASTS), compuesto por celdas unitarias
gue se pueden combinar para que coincidan con las arquitecturas anatémicas. Al
cambiar algunas caracteristicas estructurales, uno puede alterar facilmente factores
tales como la porosidad o las propiedades mecéanicas del disefio para adaptarlo al
tejido nativo objetivo. Recientemente se logré un mayor control sobre la formay la
estructura, utilizando el modelado superficial implicito (ISM), una herramienta que
utiliza una sola ecuacion matematica para modelar facilmente las estructuras
celulares. Si bien cada uno de estos métodos de disefio le permite al ingeniero
introducir facilmente gradientes fisicos y materiales especificos de la ubicacion
dentro de las construcciones, es importante considerar qué fabricacion es la mas

adecuada para el disefio y los parametros del material [47].
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2.10. TIPOS DE IMPRESION 3D

2.10.1. ESTEREOLITOGRAFIA

La Estereolitografia (SLA) ofrece un alto grado de control espacial, pero esta
limitada por la necesidad de un material enlazable. SLA utiliza un laser de haz unico
para escanear hacia adelante y hacia atrds para controlar espacialmente la
reticulacion y/o polimerizacion de una resina foto curable. Después de que se
completa la seccion transversal 2D, la base baja y el laser comienza a reticular y/o
polimerizar la siguiente capa sobre la capa anterior. Mientras que SLA
tradicionalmente genera estructuras desde un enfoque ascendente, SLA
descendente esta ganando traccion debido a la menor cantidad de resina necesaria,
a la disminucion de la inhibicion de oxigeno y al acabado superficial mas liso. Una
vez que se fabrica la estructura, el polimero no reticulado y/o el monémero sin
reaccionar deben eliminarse. El andamio se puede foto polimerizar en una caja de
luz para convertir cualquier monémero restante y fortalecer la estructura. En SLA,
la cinética de la reaccion de curado determina el tiempo de curado y el grosor de
cada capa. Al modificar varios parametros, como la velocidad de escaneo, la
potencia del laser y la relacién entre el monémero y la foto iniciadora, se puede
ajustar la cinética de la reaccion. Si bien hay numerosos materiales que se pueden
utilizar con SLA, solo hay unos pocos biomateriales Biocompatibles que se pueden
utilizar. Especificamente en el campo de la ingenieria de tejidos, el poli-fumarato de
propileno (PPF) se ha utilizado considerablemente con SLA. En los Ultimos afios,
varios grupos han desarrollado nuevas resinas biocompatibles, como poli (D, L-
lactida) (PDLLA) y poli e-caprolactona (PCL), que se pueden utilizar con técnicas
SLA. Ademas de seleccionar un polimero biocompatible, se debe considerar que la
lixiviacion del mondmero y fotointiador sin reaccionar también podria dar como
resultado un dafio cito toxico. SLA permite al ingeniero crear andamios con una
resolucion alta (<2 ym) y asi producir una arquitectura interna compleja. Sin embargo,
esta especificidad puede limitarse a la direccion z, lo que hace que los gradientes
composicionales de esta magnitud sean dificiles en la direccion horizontal. Ademas,

la velocidad de impresion vertical puede oscilar entre 10 y 50 mm/h dependiendo
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del tiempo de reticulacién especifico del fotopolimero. Por lo tanto, SLA es una
técnica que debe utilizarse cuando se fabrican andamios que son celulares,
contienen arquitecturas intrincadas y se desea un gradiente de direccion Unica. A

través de un pequefio orificio en una capa de escenario [47].

2.10.2. MODELADO DE DEPOSICION FUNDIDA

En lugar de propiedades foto curables, el éxito del modelado por deposicion fundida
(FDM) depende en gran medida de las propiedades geoldgicas del termoplastico
gue se extruye. EI FDM es el proceso mediante el cual un termoplastico se derrite
en una cabeza calentada y se extruye a través de un pequefio orificio.

El material depositado fusiona a la capa anterior y eventualmente genera un
andamio en una forma de capa por capa. La temperatura de la extrusion la cabeza
se puede ajustar dependiendo de las propiedades del termoplastico siendo utilizado.
Por lo general, el cabezal de extrusion se calienta a 100 — 140 °C para lograr un
flujo adecuado y fusién de capas. Estas temperaturas son generalmente demasiado
altas para la inclusion de células o moléculas bioactivas. Por lo tanto, FDM no es
adecuado para su inclusion de proteinas y moléculas biologicas, y se utiliza mejor
para gradientes dentro de andamios. Por ejemplo, tamafio de poro, morfologia y la
interconectividad se puede controlar a través de parametros tales como grosor y
angulo de la trama, el espacio entre los rasteres, la altura de la capa, y la presion
de extrusion del plastico. A pesar de este nivel de control, el rango alcanzable de
estos parametros restringe la complejidad de los andamios que se pueden generar
a relativamente arquitecturas simples y regulares. Sin embargo, el verdadero
beneficio de FDM es la capacidad del ingeniero para fabricar multidireccionales
gradientes fisicos dentro de andamios. Dependiendo de resolucion deseada, la
velocidad de impresion se puede variar entre 10 y 50 mm/s. Se pueden agregar
multiples cabezas de extrusion al sistema para generar gradientes de composicion
dentro de los andamios. Por lo tanto, si uno esté tratando de crear un andamio sin
células o moléculas bioactivas que contienen gradientes en la direccion X, Y y/o Z

FDM es una técnica adecuada [47].

~ 22 ~



2.10.3 SINTERIZACION SELECTIVA POR LASER

La sinterizacion selectiva por laser (SLS) por sus silgas en inglés, también utiliza las
propiedades reoldgicas y térmicas de los polimeros. En esta técnica, un laser de
alta potencia, como CO, o Neodimio-Itrio-Aluminio-Granate dopado (Nd: YAG),
escanea selectivamente la superficie de las particulas de polimero, elevando la
temperatura local hasta el punto de fusion del polvo y fusionando las particulas entre
si. Esta fusion une el polvo de polimero en capas delgadas, creando una seccién
transversal sinterizada 2D del andamio. Después de completar cada seccion
transversal, se coloca una capa nueva de polvo sobre la superficie y se repite el
proceso creando un modelo 3D. Se ha demostrado que la resolucion de esta
construccion en 3D depende de la microestructura del polvo. Por ejemplo, los polvos
con una distribucién de tamafio estrecho de alrededor de 60 um de didmetro y pocas
particulas por debajo de 10 um minimizan las imprecisiones al mejorar la fluidez. Si
bien la resolucion de SLS depende en gran medida del tamafio del punto del laser
y del tamafio de las particulas de polvo, la mayoria de las caracteristicas deben
tener un tamafio minimo de 400 ym. Una de las principales ventajas de SLS es la
amplia gama de materiales que se pueden usar. Especificamente en el campo de
la ingenieria de tejidos, SLS se ha utilizado para fabricar andamios compuestos de
poli-ethereter-cetona (PEEK), poli-alcohol- vinilico (PVA), PDLLA y PLGA. Ademas,
mientras que otras técnicas usan solventes organicos o arriesgan la lixiviacion del
mondmero que no ha reaccionado, SLS se puede procesar sin ningun solvente. Los
gradientes de composicion en la direccion vertical se pueden lograr facilmente
desplegando diferentes polvos entre las capas; sin embargo, los gradientes de

material en la direccion horizontal son mas dificiles [47].

2.10.4. BIOIMPRESION

A pesar de las ventajas del control estructural, las técnicas de fabricacion aditiva
cubiertas hasta ahora comparten los desafios relacionados con la incorporacion de
multiples tipos de células, moléculas bioactivas y biomateriales dentro de los

andamios. En respuesta a algunos de estos desafios, la bioimpresién 3D se ha

~ 23 ~



convertido rapidamente en un enfoque de fabricacién alternativo atractivo. En esta
técnica, la mayoria de las veces, las soluciones prepolimeras cargadas con células
o moléculas bioactivas se colocan sobre un sustrato creando estructuras
tridimensionales con una arquitectura fisica y quimica disefiada con precision. Este
proceso se puede lograr mediante dos técnicas basicas: inyeccion de tinta y

extrusion [47].

2.10.4.1. BIOIMPRESION POR INYECCION DE TINTA

De forma similar a las impresoras de inyeccion de tinta, se deposita una solucion de
pre-polimero liquido en una hebra continua o puntos individuales para generar la
estructura deseada. El escenario luego baja, construyendo un andamio 3D en un
enfoque capa por capa. La dispersion se puede lograr a través de dos métodos
principales que expulsan la bio-tinta de una boquilla. Las impresoras de inyeccion
de tinta térmica utilizan calor localizado dentro de la boquilla para crear una burbuja
de vapor. La formacion de la burbuja de vapor provoca la eyeccién de una pequefa
gota desde la boquilla. Si bien los estudios han demostrado que este aumento
transitorio de la temperatura no afecta la viabilidad de las moléculas o células
bioactivas, el riesgo potencial de estrés térmico ha limitado el uso de estas
impresoras en el campo biomédico. Uno puede eludir esta preocupacion utilizando
un actuador piezo-eléctrico para expulsar pequefias gotas de la boquilla. En general,
los bioimpresoras de inyeccion de tinta son econdmicos, crean patrones de alta
resolucion en el rango de 20 - 100 um a velocidades en el rango de 1 - 1000 gotas/s
y pueden introducir gradientes de concentracion de células y/o moléculas bioactivas

en todo el constructo 3D [47].

2.10.4.2. BIOIMPRESION POR EXTRUSION

La bioimpresién por extrusion, el biomaterial se extruye sobre un sustrato a través
de una boquilla para generar una estructura predisefiada. En lugar de expulsar
gotitas de la boquilla (como en la bioimpresion de inyeccidn de tinta), la bioimpresion

de extrusion genera una hebra continua de material. Después de lo cual, la capa se
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puede polimerizar usando una fuente de luz ultravioleta, una solucién de reticulacion
guimica u otro método. Este método de bioimpresion puede usar materiales
altamente viscosos, a diferencia de las impresoras de inyeccion de tinta, lo que
permite al ingeniero fabricar andamios a partir de una amplia variedad de
biomateriales. Aungque no tan rapido como la bioimpresion por chorro de tinta, la
bioimpresion por extrusion puede ser mas facil para las células. En base a las
similitudes de este método de extrusion con FDM, los parametros alcanzables del
grosor de la capa y el diametro del filamento o de la fibra limitan la complejidad
arquitectéonica de los andamios. En resumen, existe una extensa coleccién de
técnicas de fabricacién aditiva, cada una con sus ventajas y desventajas para la

fabricacion de andamios [47].

2.11. TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.11.1. CARACTERIZACION MECANICA

A diferencia de otros materiales, los polimeros se caracterizan por su elevado y
heterogéneo peso molecular y por la existencia de importantes fuerzas
intermoleculares, factores que condicionan su comportamiento mecanico. De tal
modo que las fuerzas aplicadas a polimeros y las deformaciones que éstas
producen no son completamente locales, y como la respuesta del polimero a las
solicitaciones exteriores se extiende en un amplio intervalo de tiempo se origina el
peculiar comportamiento visco elastico de estos materiales. Mientras que la energia
suministrada a un material perfectamente elastico se almacena en su totalidad, y un
liguido puramente viscoso la disipa integramente, los materiales polimeros disipan
(calentandose o deformandose permanentemente) una parte de la energia con que
se les excita. Este tipo de comportamiento se denomina viscoelastico, si bien seria
mas correcto llamarlo elastoviscoso, ya que los polimeros habituales, a
temperaturas inferiores a la de fusion o reblandecimiento, almacenan la mayor parte
de la energia y solo disipan una fraccion no mayor del 20%. Durante los primeros

afos de la aplicaciéon de las técnicas mecano-dinamicas en polimeros (década de
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los 50) se estudid la energia disipada en movimientos vibratorios libres, como los
gue tienen lugar en el péndulo de torsion. Este aparato habia sido utilizado
previamente para el estudio de defectos cristalinos en metales, fue usado en
algunos de los primeros trabajos sobre analisis mecano-dinamico de polietileno [48,
49].

Si un material es sometido a traccion, es decir, si el mismo es sujetado y tensado
desde sus extremos en direcciones opuestas, la longitud del mismo aumenta y
eventualmente, si la fuerza es grande, el material puede romperse. Por ejemplo, si
una muestra cilindrica de material, de seccion transversal (A), y longitud inicial (LO)
es sometida a traccion, mediante una fuerza (F) que actua a lo largo de su eje, la
misma sufrirA un estiramiento de magnitud (AL). Si AL/LO<<1, se encuentra
experimentalmente que, para un rango limitado de las fuerzas aplicadas, (AL) es
proporcional a la fuerza aplicada (F), a su longitud original (LO) e inversamente

proporcional al area de su seccioén transversal (A), es decir:

LO-F .,
AL ~ Ecuacion 1

Esta expresion fenomenoldgica, valida para una gran variedad de materiales, pero
no de caréacter universal (como las leyes de Newton o las Ecuaciones de Maxwell),

se puede escribir como:

E- f—(L) = E Ecuacion 2
Donde E es una constante caracteristica del material que forma el objeto y que se
denomina modulo de Young o médulo de elasticidad, al modulo se los suele
designar con la letra Y. En rigor esta relacién solo vale en la llamada zona de
proporcionalidad. El cociente F/A se denomina esfuerzo (stress) y se denota con la
letra 0, sus unidades son las mismas que las de presién (Pa). Al cociente AL/LO se

lo denomina deformacion unitaria (strain) y se la denota con la letra €, esta magnitud
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es adimensional (no tiene unidades). Con esta notacion la expresion (1) se puede

escribir como:

o=Eg=Y¢ Ecuacion 3

Cuando se sobrepasa el limite elastico, y se suprime el esfuerzo aplicado, el

material queda permanentemente deformado [50].

2.11.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electronico de barrido consiste en un cafidn de electrones, dos 0 mas
lentes de electrones operando en vacio. El sistema de cafién produce una fuente
de electrones acelerados en el rango de 1 — 40 keV. El diametro del haz producido
directamente por el cafion de electrones es muy amplio para generar una imagen
definida a grandes magnificaciones. Los lentes de electrones son usados para
reducir el diametro de la fuente de electrones y enfocar un pequefio haz de
electrones en la muestra, como se observa en la Figura 4 el esquema demostrativo.

El SEM tiene la capacidad de formar un haz basado en tres pardmetros:

1. Corriente del haz, i (en el rango de 1pA hasta 1uA).
2. Diametro del haz, d (bnm a 1um).
3. Divergencia del haz, a (10'4 a10? sr)

Estos pardmetros no son independientes, la relacion entre ellos se da por la

ecuacion del brillo de haz de electrones:

B_ corriente _  4i

~ (Grea)(angulo)  m2d2a? Ecuacion 4
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Figura 4. Columna de electrones, sistema de deflexion y detector de electrones
[51].

El haz de electrones golpea la muestra en un punto, esto produce sefiales
detectables debido a los electrones electrodisperos, los electrones secundarios y

los electrones absorbidos.

Midiendo la magnitud de estas sefiales con los detectores apropiados se pueden
determinar ciertas propiedades de la muestra en el punto de impacto del haz de

electrones, tales como la topografia local, composicion, etc. [51].
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2.11.3. ESPECTROSCOPIA INFRAROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

La moderna espectroscopia en el infrarrojo medio es una herramienta multifacética
gue se aplica a la determinacioén cualitativa y cuantitativa de especies moleculares
de todo tipo. Sus principales ventajas son:

e El rendimiento o ventaja Jaquinot, que se obtiene por que los instrumentos
de trasformada de Fourier tienen pocos elementos opticos y ninguna rendija
gue atenue la radiaciéon. Como resultado, la potencia radiante que llega al
detector es mucho mayor.

e Su extremadamente alta potencia de resolucion y la capacidad de
reproduccién de la longitud de onda, lo cual facilita el andlisis de espectros
complejos en los que el nimero absoluto de lineas y espectros imbricados
dificultan la determinacion de las caracteristicas espectrales individuales.

e Que todos los elementos de la fuente llegan al detector de manera
simultanea. Esta caracteristica facilita la obtencion de datos de un espectro

completo en un segundo 0 menos.

La identificacién de un compuesto a partir de un espectro de este tipo es un proceso
gque consta de dos etapas. En la primera se determinan que grupos funcionales son
los que tienen mas probabilidad de estar presentes al examinar la region de
frecuencias de grupo (Anexo 22 y 23), que abarca la radiacién comprendida entre
3600 cm™y 1250 cm™ aproximadamente. La segunda etapa consiste en comparar
con detalle el espectro del compuesto desconocido con los espectros de
compuestos puros que contienen todos los grupos funcionales que se encontraron
en la primera etapa. En este caso es particularmente util la region de la huella
dactilar, comprendida entre 1200 cm™® y 600 cm?, debido a que pequefias
diferencias en la estructura y la constitucion de una molécula causan cambios
importantes en el aspecto y la distribucion de las bandas en esta region. Por tanto,
una gran similitud en la region de huella dactilar (asi como en otras) de los espectros
de dos componentes constituye una evidencia casi certera de que son idénticos
[52].
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2.11.4. DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

La difraccidon de rayos X es la dispersion elastica de los fotones de rayos X por los
atomos en unared periodica. Las radiografias monocromaticas dispersas que estan
en fase dan interferencia constructiva. La Figura 5 ilustra cdmo la difraccién de rayos
X por los planos de cristal permite derivar separaciones de celosia utilizando la ley

de Bragg.

nA =2dsin 6 Ecuaciéon 5

donde n es un namero entero llamado orden de reflexion, A es la longitud de onda
de los rayos X, d es el espaciado caracteristico entre los planos cristalinos de una
muestra dada y 6 es el angulo entre el haz incidente y la normal al plano de la red
reflectante. Al medir los angulos, 8, bajo los cuales los rayos X que interfieren
constructivamente salen del cristal, se pueden determinar las separaciones
interplanares, d, de cada fase cristalografica.

Para identificar una sustancia desconocida, la difraccién de polvo. el patron se
registra con la ayuda de una camara o un difractometro y se prepara una lista de
valores d y las intensidades relativas de las lineas de difraccion. Estos datos se
comparan con los patrones de linea estandar disponibles para varios compuestos
en la base de datos de Powder Diffraction File. Este archivo es publicado y
actualizado anualmente por el Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD).
Contiene patrones de lineas de mas de 60,000. Diferentes fases cristalograficas. En
la practica, para cualquier muestra desconocida, la aparicion de las tres lineas
caracteristicas mas intensas del patron de linea, estandar es una evidencia
suficientemente convincente de la existencia de una fase cristalina en una sustancia
homogénea o incluso en una mezcla multicomponente. En algunos casos, se puede
hacer una distinciéon entre dos o mas fases posibles comparando las otras lineas
caracteristicas. Ademas, un conocimiento previo de la clase de materiales bajo
investigacion y los datos del analisis quimico puede ser de gran valor.

A partir de esta determinacion cualitativa de la composicion mineral o de fase, a

menudo se intentan evaluar la idoneidad de las materias primas para la escoria, la
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calidad de la formacion de clinker, el logro de la formulacion de cemento dirigida, la
naturaleza de las reacciones de hidratacion, el impacto de varios aditivos en tales
reacciones, el estado de transformacién de fase del concreto en el rendimiento, y
asi sucesivamente.

Las lineas de XRD caracteristicas para algunos de los minerales comunes
relevantes para el area tratada en este capitulo se proporcionan en la Tabla 1 para
una referencia rapida. Puede ser relevante mencionar aqui que mientras que las
posiciones pico y la intensificacién asociada con un patrén de difraccion de rayos X
permite el andlisis cualitativo, como se resaltd anteriormente, estos parametros
también son utiles para la determinacion de la constante de celosia y la

determinacion de la tension de la muestra.

Figura 5. Representacion esquemaética de la ley de Bragg [53].
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Tabla 1. lineas XRD caracteristicas de algunos minerales y compuestos

[53].

Minerales/compuestos dA (1)
Calcita CaCO4 3.030 (100)  1.7826 (34) 3.8525 (29)
Oxido de calcio CaO 3.33 (100) 3.00 (100) 2.28 (60)
Hidroxido de calcio Ca(OH), 2.628 (100) 4.90 (74) 1.927 (42)
Magnesita MgCO, 2.742 (100)  2.102 (45)  1.700 (35)
Dolomita MgCO,(CaCO3) ~ 2.888 (100)  2.193 (19)  1.787 (13)
Periclasa MgO 2.106 (100)  1.489 (52)  1.216 (12)
Brucita Mg(OH), 2.365 (100)  4.77 (90) 1.794 (55)
Cuarzo SiO, 3.342 (100) 4.257 (22) 1.8179 (14)
Gibbsita Al,03(3H,0) 4.8486 (100) 4.3711(70) 1.794 (55)
Bayerita Al,03(3H,0) 2.222 (100) 4.71 (90) 4.35 (70)
Diaspora B-Al,O(OH) 3.99 (100) 2.317 (56)  2.131(52)
Alite triclinica C3S 2.789 (100)  2.613(90)  2.192 (75)
B-belita C,A 2.783 (100)  2.79 (97) 2.745 (83)
Aluminato ctbico C;A 2.699 (100)  1.909 (45)  1.5587 (45)
Aluminato monoclinico C;A  2.698 (100) 2.694 (95) 1.5658 y 1.5636 (35)
Aluminato ortorrémbico C;A  2.693 (100)  2.714 (65)  1.919y 1.5636 (35)
Alunimoferrita C,AF 2.644 (100)  7.25 (45) 1.8149 (45)
Yeso CaSO,4(2H,0) 4.28 (100) 7.59 (80) 3.03 (60)
Anhidrido CaSOQO, 3.49 (100) 2.849 (35) 2.328'y 2.208 (20)
Hematites Fe,O5 2.70 (100) 2.519 (70) 1.6941 (45)

Efecto de tamafio de cristal. Los picos de difraccion claros solo se observan cuando

la muestra posee orden de largo alcance adecuado. Las lineas de difraccion de los

cristales perfectos son muy estrechas. Para tamafos de cristalito por debajo de 100

nm, el ensanchamiento de la linea se produce debido a una interferencia destructiva

incompleta en las direcciones de dispersion donde los rayos X estan fuera de fase.
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La ecuacion de Scherrer relaciona el tamarfio del cristal con el ancho de la linea.

<L>= KA
B cosB

Ecuacion 6
donde <L> es una medida de la dimension de una particula en la direccién
perpendicular al plano reflectante, A es la longitud de onda de los rayos X, B es el
ancho del pico, 8 es el &ngulo entre el haz y la normal en el plano de reflexién, y K
es una constante que a menudo se toma como unidad. ElI ensanchamiento de la
linea de rayos X proporciona una estimacion rapida, pero no siempre confiable, del
tamafio de particula. Es conveniente comprender el analisis de perfil de linea con el

método de transformacién de Fourier.

El enfoque basico fue utilizar en el microfotometro los patrones de Debye-Scherrer
de las muestras bajo analisis cuantitativo y determinar la relacion de las alturas de
la fase a cuantificar y la linea estdndar a partir de la traza del fotometro. La
concentracion de la fase se determind por referencia a la curva de calibracion
preparada a partir de mezclas conocidas de la fase que se cuantificara y el estandar
interno. Se observé que el método daba precisiones que oscilaban entre el 5y el
10% de la cantidad presente para concentraciones mas altas del analito.

Método estandar interno. La intensidad integrada de la reflexion i del componente J

viene dado por:
Kinj

7 Ecuacion 7
pj[xj(Uj'UM)"'PM]

donde, x; y P, son, respectivamente, la fraccion de peso y la densidad del analito,
M, Y My son los coeficientes de absorcion de masa del componente J y la matriz, y

Kij es una constante cuyo valor depende de la potencia de difraccion del

componente J y la geometria del aparato. La ecuacion (6) se puede simplificar ain

mas para:

~33 ~



=] Ecuacion 8

si consideramos X; (pj-pM) + |, en la ecuacion. (7) como el coeficiente de absorcion

de masa, p, de la muestra completa. Si se agrega a la muestra una fraccion de
peso constante, xg, de un estandar interno, la fraccion de peso del componente J

puede ahora darse en términos de la proporcionalidad directa de las intensidades:

xj=k1 x l:(is Ecuaciéon 9
donde, s se relaciona con la intensidad de la linea k del estandar interno. En este
enfoque de analisis cuantitativo, varios investigadores hicieron dos descubrimientos
importantes durante un periodo de tiempo:

1. Se prefieren las intensidades integradas a las intensidades maximas para
compensar las posibles variaciones debidas a las distorsiones de lared y las
variaciones en los tamafos de los cristales.

2. Cristalitos mayores de 5 micrones en diametro medio agregadas a las
fluctuaciones en las intensidades.

Método de absorcion por difraccion. Ya que es I6gico representar la ec.
(4) para el componente J puro como:

Ki -
(Ij) =—- Ecuacion 10
0 pyhy

y al dividir la ec. (8) por (10) obtenemos.

_ Ml

X)= Ecuacion 11
Myl
J 'J)O

e desarrollé un método de andlisis que involucraba la medicion directa de T en lugar

de un estandar interno para compensar la absorcion de rayos X por el espécimen.
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Si bien este método mostré ventajas de evitar problemas relacionados al mezclar
un estandar interno y medir su intensidad, se observaron ciertas enfermedades.
Los relacionados con muestras de absorcion de rayos X muy fuertes se debieron
principalmente a errores en la medicién directa de [, particularmente en casos de
dispersién de angulo pequefio, asi como a desviaciones apreciables entre las
curvas de absorcion de difraccion tedricas y experimentales de incidentes
policromaticos e incluso monocromaticos.

El Método de dilucién Copeland y Bragg sugirieron que, particularmente para
muestras que contienen concentraciones relativamente pequefias de analito, un
probablemente pueda prescindir de un estandar interno y agregar en su lugar una

fraccion de peso conocida y, del analito, que ya esta presente en una fraccion de
peso desconocida x;.
Si la muestra también contiene algin otro componente, L, que tiene una linea fuerte

adecuada para medir la intensidad de referencia, i; y k. seran:

liy _Ki pLXyty))

+ constante X (x; +y,) ecuacion 12
IkL KkLp Xy

Una grafica tipica de I;;/Ix_ contra 'y, se muestra en la Fig. 6 la concentracion del

componente J en la muestra original se obtiene a partir de la interseccion de abscisa

negativa de x;.

Figura 6. Analisis por dilucién con una fraccion en peso conocido del analito [53].
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En la Fig. 7 se muestra un diagrama esquematico de un difractdmetro de rayos X
usado para fines cualitativos y cuantitativo para el andlisis de los materiales, es
evidente que un difractdmetro se compone principalmente de una carcasa compacta
protegida contra rayos X, un goniémetro, un transformador de alto voltaje para tubos
de rayos X, tubos de rayos X con filtros, un generador de rayos X altamente estable,
un detector y un sistema de procesamiento de datos.

Los tubos de rayos X pueden tener diferentes objetivos de radiacién como Mo, Cu,
Co, Fe, Cry W, con diferentes filtros kg como Zr para Mo, Ni para Cu, Fe para Co,
Mn para Fe y V para Cr. Los tubos pueden ser del tipo de foco fino normal, ancho o
largo. Dependiendo del objetivo y la naturaleza del foco, la carga maxima de los
tubos de rayos X generalmente varia de 1 a 3 kW, mientras que la tension y la
corriente del tubo estan en su mayoria en el rango de 0 - 60 kV y 0 - 80 mA,
respectivamente. Los monocromadores de haz primario hechos de cuarzo para
eliminar las radiaciones indeseables y los monocromadores secundarios formados
por cristales planos de LiF, o cristales de grafito mas curvados ajustados para

radiacion de Cr, Co, Fe, Cu 0 Mo-Kg para eliminar la radiacion fluorescente de la

muestra son se utiliza en las trayectorias de haz incidente y difractado,
respectivamente, junto con diferentes rendijas (tipos fijo, variable y soller). Las
rendijas controladas por el motor paso a paso se pueden acoplar con los
movimientos theta para mantener constante el area irradiada de la superficie de la
muestra, utilizando posiciones controladas por computadora. En cierto sentido, esto
actia como un filtro theta. Se utilizan diferentes tipos de porta muestras, a saber,
los de uso general hechos de aluminio, los de uso especial hechos de vidrio para la
medicidn constante de celosia o para las micro muestras, los no reflectantes hechos
de silicona para ultramicrosamples. Dependiendo de las aplicaciones, el sistema
puede equiparse con un contador de centelleo, un contador proporcional, un

detector sensible a la posicion o un detector de semiconductores.
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Figura 7. Diagrama de un difractor de rayos X [53].

En los dltimos tiempos también ha sido posible tener sistemas con 6/6.
Configuracion en la que se mueven la mesa y el detector, manteniendo la muestra
fija horizontalmente. Aparte de las muestras liquidas, esta configuracion es util para
muestras grandes y grandes que no se pueden mover con el difractémetro.

Para estudios de transformaciones de fase o reacciones quimicas a diferentes
temperaturas y en diferentes atmosferas, se encuentran disponibles diferentes
camaras de alta y baja temperatura para investigaciones en el rango de temperatura
de aproximadamente 270 °C ~ 2700 °C [53].
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2.11.5. ANALISIS DE FLUIDO CORPORAL SIMULADO (SBF)

El fluido corporal simulado (SBF) fue introducido como una técnica de
caracterizacion para analizar los cambios en la estructura superficial de una
ceramica de vidrio bioactiva. Desde entonces, la solucion SBF ha sido
rutinariamente utilizada como un método de prueba in vitro efectivo para estudiar la
formacion o precipitacion de apatita en la superficie de diferentes tipos de
biomateriales y predecir su bioactividad 6sea in vivo. El desarrollo de SBF esta
basado en el concepto del prerrequisito esencial para evaluar las capacidades de
unién Osea de un biomaterial, es la formacion de una capa de apatita similar a un
hueso en su superficie cuando se implanta en el cuerpo vivo. La funcion de este
analisis es la formacién de ndcleos de apatita en un material o soporte que pueda
crecer espontaneamente al consumir iones de apatita de la SBF circundante [54].
El SBF es una solucién que no contiene proteinas ni células y que esta compuesta
por diferentes sales que simulan la concentracién y pH del plasma humano. Tanto
el plasma como el SBF estan saturados con respecto a hidroxiapatita. Por esta
razon, sélo unos pocos sitios de nucleacién son suficientes para observar la
nucleacion de hidroxiapatita en la superficie de algun material. Este método no
habia sido sisteméaticamente ensayado, por lo que tuvo que ser validado para
aplicarlo en la formacion y crecimiento de apatita en la superficie de un andamio

tisular 6seo [55].
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CAPITULO Il
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Para la obtencién de los materiales compuestos el proyecto se dividié en 2 partes
ler método y 2do método. En el primer método se obtuvieron materiales
compuestos por el proceso de inyeccion, el material se depositd en un molde, esto
como pruebas preliminares. Posteriormente, en el segundo método el material se

obtuvo por el proceso de impresion 3D como se muestra en la figura 8.

Caracterizacion por Obtecion de filamentos

Obtencion de
materiales por esfuerzo-deformacion inyeccion

inyeccion SEM, FTIR, SBF y XRD. extrusion

Caracterizacion por
esfuerzo-deformacion,
SEM, FTIR, SBF.

Disefio de impresién Impresiéon de material
por CAD 3D

Figura 8. Diagrama de metodologia para la obtenciéon de materiales
PCL/MWNTC/nHA.

3.1. MATERIALES

Para la obtencion de los materiales compuestos se utiliza como matriz polimérica la
policaprolactona (PCL, CAS No. 24980-41-4) con un peso promedio de Mn 80,000
g/mol densidad 1145 g/mL a 25 °C en forma de pellets de 3 mm. Nanotubos de
carbono de multipared (MWNTC, CAS No. 308068-56-6) 90%, D x L 110 - 170 nm
X 5 - 9 um e Hidroxiapatita en nano polvo (nHA, CAS No. 12167-74-7) tamafio de
particula 200> nm 97% sintética, de Sigma Aldrich.
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3.2. METODOLOGIA

En la tabla 2 se expresa la matriz de trabajo en % en peso empleando la matriz de
PCL y las cargas de nHA y MWCNT. De igual forma en la tabla 3 se observa la
misma matriz de trabajo, pero expresada en gramos.

En la tabla 2 se expresa la matriz de trabajo en % en peso empleando la matriz de
PCL y las cargas de nHA y MWCNT. De igual forma en la tabla 3 se observa la
misma matriz de trabajo expresada en gramos para facilitar la comparativa con

resultados de trabajos reportados.

Tabla 2. Matriz de Trabajo.
CLAVE PCL nHA MWCNT

(% en peso) (% en peso) (% en peso)

M1 100 0 0
M2 94.74 0 5.26
M3 90 0 10
M4 85.71 0 14.28
M5 94.74 5.26 0
M6 90 10 0
M7 85.71 14.28 0
M8 81.8 9 9
M9 81.8 13.6 4.5
M10 81.8 4.5 13.6
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Tabla 3. Matriz polimérica (en gramos).

CLAVE PCL (9) nHA (9) MWCNT (g)
M1 1 0 0
M2 0.9 0 0.05
M3 0.9 0 0.1
M4 0.9 0 0.15
M5 0.9 0.05 0
M6 0.9 0.1 0
M7 0.9 0.15 0
M8 0.9 0.1 0.1
M9 0.9 0.15 0.05
M10 0.9 0.05 0.15

ETAPA 1. OBTENCION DE MEZCLAS PARA PRUEBAS PRELIMINARES

Para la evaluacion preliminar de las mezclas se prepararon muestras en una

inyectora marca ATLAS modelo LMM siguiendo la matriz de trabajo de la tabla 2.

La inyectora se mantuvo a una temperatura de 100 °C, el husillo se ajust6 a 200
rpm. Posteriormente se depositaron los materiales en la inyectora durante 10 min.
para su mezclado con el husillo, después se depositaron en un molde y finalmente

se extrajeron para su caracterizacion.
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ETAPA 2. OBTENCION DEL MATERIAL POR 3D
1. Obtencion del filamento.

Para la obtencion del flamento inicialmente se deposito el polimero y la carga
para su mezclado en una inyectora (en el caso de la matriz pura esto no fue
necesario ya que la inyectora solo se us6 para mezclar) se dejé en el molde a
100 °C por 5 min. a 200 rpm. Una vez obtenido el material compuesto se depositd
en un extrusor para generar el flamento los parametros de la extrusora son de

70 °C en su primera zona de calentamiento en la boquilla.

2. Disefio en el programa.
Mediante un software de CAD se obtiene la forma deseada del andamio en
este caso se opto por la forma de hueso.

3. Obtencion de los parametros de la impresora 3D.

Para la impresion del material se utiliz6 una impresora 3D marca minifab 3D. Se
ajusto a una temperatura de boquilla de 200 °C en la cama una temperatura de
50 °C y una velocidad de 25 mm/s. Se deposité la mezcla de polimero en la
impresora 3D la cual ya tendra una geometria predisefiada para dar forma al
material impreso. La impresion se generd capa por capa.
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3.3. CARACTERIZACION
Para la caracterizacién se emplearon los siguientes equipos.
La caracterizacion de FTIR se hizo mediante un espectrofotémetro marca Perkin

Elmer spectrum two con 16 barridos de 500 — 4000 cm™ con atenuacién (ATR). En
la figura 9 se muestra una imagen el equipo.

Figura 9. Espectrofotometro FTIR.

Las micrografias se obtuvieron en un microscopio electronico de barrido marca
JEOL JSM modelo 6010A (figura 10).

Figura 10. Microscopio Electronico de Barrido (SEM).
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Para las mediciones mecanicas se us6 una Maquina de Pruebas Universales marca

Instron modelo 3345. En la figura 11 se muestra el quipo.

Figura 11. Maquina de Pruebas Universales.

Los difractogramas se obtuvieron de un Difractometro comercial Bruker D8 advance
provisto con un tubo de cobre con longitud de onda A = 1.5418 10°(-10m) (figura
12).

Figura 12. Difractometro Bruker D8.
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El andlisis SBF se realiz6 en un medio de solucion salina descrita en la tabla 4. En
el proceso se utilizé agua desionizada para disolver los reactivos empleados. En su
preparacién de 500 mL, se calent6 agua desionizada a 40 °C y se aplicé agitacion
magnética. Posteriormente se agrego la solucion de cloruros, después de 20 seg.
se adiciond la solucién de fosfatos , al final se agrego la solucién de TRIS. Se ajusto
el volumen a 500 mL con pH alcalino ajustado a 7.44 — 7.58 con una temperatura
de 36 — 37 °C. El tubo de ensaye con las muestras se sometié en bafio maria, se
ajustd la temperatura del bafio maria a 36 °C. Se sometieron las muestras a 2
tiempos de exposicion de 15 y 30 dias. Cabe mencionar que la solucion se cambi6

cada 3 dias. En la figura 13 se muestra el analisis.

Tabla 4. Concentracion de soluciéon SBF.

CONCENTRACION 1.5M
CaCl, 0.1245g
K,HPO, 0.1175g
NaCl 6.2675¢
TRIS 3.0275¢

Figura 13. Analisis SBF.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. RESULTADOS
en esta seccidn se comparara y discutira sobre los materiales obtenidos por ambos

métodos.

Figura 14. Muestras obtenidas por inyeccion.

La figura 14 muestra la obtencién de materiales compuestos por el método de
inyeccion.

Figura 15. Muestras obtenidas por impresion 3D.

la figura 15 se muestran materiales obtenidos por el método de impresion 3D con la
modalidad de impresion “95% relleno”, lo anterior para lograr obtener poros en el
material. Cabe mencionar, que el proceso que emplea la modalidad de “100%

relleno” genera materiales con superficie lisa y aquellas que usaron la modalidad
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de un 95% de relleno presentaron una red de macroporos. Estos ultimos son de

interés, aunque se analizaron las probetas de ambas condiciones.

4.1.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Se caracterizaron por FTIR cada uno de los materiales obtenidos en la primera
etapa. En la figura 16 se muestra el espectro de PCL. En la regién 1721 cm™ se
observa un estiramiento de doble enlace C=0 que representa la unién del grupo
éster, en los picos de 1045 cm™ y 1064 cm™' vibraciones de estiramiento de C-O-C,
en el pico 1160 cm™ vibraciones de estiramiento C-O en la fase amorfa, el pico de
1239 cm™ corresponde a un estiramiento asimétrico de C-O-C. En 1294 cm™ hay
vibraciones de estiramiento en la fase cristalina de C-C, los picos 2865
cm'corresponde a un estiramiento simétrico de CH, y 2939 cm™ corresponde a un

estiramiento asimétrico de CH, [56, 57].
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Figura 16. Espectro FTIR de la matriz polimérica (PCL).
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En la Figura 17 se muestra el espectro FTIR de nHA que presenta un pico ancho

caracteristico de la HA en 1030 cm™ que puede representar un modo de

estiramiento del enlace P-O. en 1413 y 1459 cm™ se encuentran enlaces de CO%’.
Y en el nimero de onda 3571 cm se encuentra un enlace de OH. Existen dos tipos
de sustitucion de carbonato en nHA. El sustituto de carbonato en los sitios
tetraédricos de fosfato (tipo B), en los sitios hidroxilo (tipo A) o ambos (tipo AB).

La HA carbonatada esta mas cerca de la quimica natural del hueso humano que la
HA estequiométricamente pura y se ha demostrado experimentalmente que tiene
una mayor biocompatibilidad [57]. Segun Claudia Patricia Ossa (2007) una HA tipica
muestra bandas para un espectro FTIR en 3600, 3569, 3578, 3448 y 633 cm™
correspondientes a grupos OH, bandas en 474, 571, 601, 692, 1032, 1040, =1087,

1092 cm! correspondientes a grupos POE' y bandas entre 870, 1420y 1480 cm™ si

la muestra contiene grupo CO%’ [58].
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Figura 17. Espectro FTIR de la nHA.
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En la figura 18 se presenta el espectro de MWCNT en donde se muestra los enlaces

C-C con modo vibracional de estiramiento alrededor de 600 cm™ hasta 2000 cm.
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Figura 18. Espectro FTIR de los MWCNT.

En la figura 19 se presentan espectros de PCL PCL/nHA y nHA respectivamente,
se puede observar que en la regién de 1000 cm™ a 1100 cm™ los picos estan mas
pronunciados de la muestra PCL/nHA con respecto a la muestra PCL esto podria
atribuirse al pico mas representativo de la nHA, también en la regiéon de 1450 cm™
a 1500 cm™ hay crecimiento de picos de la PCL/nHA en comparacién con la
muestra de PCL esto podria beberse al grupo co% de la nHA, el resto del espectro

se nota que los grupos de PCL son los que predominan.
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Figura 19. Comparacién de espectros FTIR de PCL, PCL/nHA y nHA pura.

En la figura 20 se muestran los espectros de materiales compuestos de PCL con
las cargas nHA y MWCNT, es decir, PCL/nHA, PCL/IMWCNT y PCL/nHA/MWCNT
en donde también se nota que la matriz polimérica es la predominante ademas de
gue hay una prolongacién en la mayoria de los picos del espectro de PCL/nHA en
comparacion con el espectro de PCL, esto se debe a la adicciéon de nHA a la matriz
también cabe mencionar que la sefiales de la nHA se traslapan con las de la PCL.
También se observa que el espectro de PCL/nHA presenta los picos mas
pronunciados en comparacion con los espectros de PCL/MWCNT vy
PCL/nHA/MWCNT, quizas se deba a la interaccion con los carbonos de los
MWCNT.
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Figura 20. Espectros FTIR de PCL/nHA, PCL/IMWCNT y PCL/nHA/MWCNT.

4.1.2. DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

Para determinar la cristalinidad de los materiales se sometieron a analisis de
difraccién de rayos X. En la figura 21 se muestra un difractograma de PCL, donde
se observan 2 picos intensos caracteristicos de este polimero, el pico de mayor
intensidad a 26= 21.63 que corresponde al plano cristalografico (112), después un
pico secundario a 26=24.15 correspondiente al plano (200), y posteriormente otros
picos de menor intensidad a 26= 30.32, y 20= 40.98. La presencia de estos picos
estrechos evidencia la naturaleza semi-cristalina de este polimero como se ha
reportado anteriormente [56]. A. Rezaei, M.R. Mohammadi (2012) reportaron que la
PCL se puede detectar mediante 3 picos especificos de XRD los cuales estan en
20=15.7, 26=21.5y 26= 23.8 [59].
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Figura 21. Difractograma de la matriz polimérica (PCL).

En la figura 22 se muestra un analisis de XRD de nHA en donde se observa el pico
principal de la nHA el cual tiene la mayor intensidad a 26= 31.84 correspondiente al
plano cristalogréafico (211), seguido por dos picos de menor intensidad a 26= 32.25
y 26=32.97 que corresponden a los planos (112) y (300) respectivamente. hay unos
picos mas a 206= 25.95 y 26= 34.13 correspondientes a los planos (002) y (202)
respectivamente, que tienen menos intensidad que los anteriores. Se encuentran
mas picos de menor intensidad en 26= 39.90 que corresponde al plano (310), 26=
49.52 correspondiente al plano (213), 26= 29 y 26= 28.43 que corresponden a los
planos cristalograficos (102) y (210). se observa que estos picos son amplios puede
atribuirse a que tiene un tamafio de particula pequefio y baja cristalinidad, esto es
bueno ya que se ha reportado que una alta cristalinidad no ayuda a la generacion
de apatita similar a la del hueso mientras que se ha observado que una HA con

baja cristalinidad si [59].
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Figura 22. Difractograma de la nHA.

La figura 23 muestra un difractograma del material compuesto, en donde se

observan los picos caracteristicos de la PCL, también se observa la adicion de picos

de menor intensidad en comparacion con el difractograma de PCL pura (Figura 22)

atribuidos a la nHA, esto prueba que hay una mezcla en entre la matriz y las cargas.
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Figura 23. Difractograma de muestra PCL/nHA/MWCNT.
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4.1.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En la figura 24 se muestra una micrografia SEM de una muestra obtenida por el
primer método(inyeccion) donde se aprecian las caracteristicas morfolégicas del
material. Se puede observar una superficie lisa y homogénea, no hay poros, esto
debido al método de obtencién. En el anexo se presentan una serie de micrografias
a diferentes aumentos.

Como se observa en la figura 25 existen conjuntos de particulas en la superficie del
material las cuales podrian deberse a los conglomerados de MWCTN que no se
dispersaron completamente en la matriz. En el anexo se muestran mas micrografias

a diferentes aumentos para esta muestra.
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Figura 25. Micrografia de PCL/MWCNT a 200x.

En la figura 26 se puede observar la presencia de particulas de nHA al igual que los
MWCNT. La nHA contribuye a generar en el material una superficie mas rugosa con

ciertas partes fibrosas.
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Figura 26. Micrografia de PCL/nHA a 1000x.
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En las figuras 27 se observa la adicion de MWCNT y nHA a la matriz polimérica.
Algo interesante que se observa en la imagen es la formaron ramificaciones o redes
gue podrian deberse a la presencia e interaccion entre la nHAy MWCNT lo cual no
ha sido reportado.

SEI 3kV WD10mmSSﬁm -
o

Figura 27. Mlcrografla de PCL/nHA/MWCN a{‘ZOOx

4.1.4. CARACTERIZACION MECANICA

En estos analisis se muestran las graficas de esfuerzo de traccion y % de
deformacion de PCL puro (figura 28), PCL/IMWCNT (figura 29), PCL/nHA (figura.
30) y PCL/nHA/MWCNT (figura 31).

En las figuras 28 y 29 se puede notar que los nanotubos de carbén contribuyen a
la disminucion de las propiedades mecanicas de los materiales de 300 a 50 MPa.
Lo anterior puede deberse a la formarse grumos de MWCNT que no se dispersaron
adecuadamente en la matriz polimérica de PCL como se observa en la figura 25.
Los materiales elaborados con PCL lograron los mejores resultados al esfuerzo
mecéanico (300 MPa), pero al agregar la nHA su esfuerzo a la traccion baja
considerablemente (35 MPa) esto se atribuye a las caracteristicas fisicas y
morfologicas de la nHA ya que es un ceramico. Las propiedades de porcentaje de

deformacion de los materiales se ven afectado por el empleo de las cargas ya que
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el material de PCL logra un % de deformacién de 170% y cuando se emplean las
cargas este disminuye (PCL/MWCNT:125%, PCL/nHA: 160%, PCL/nHA/MWCNT:
150%).

Al igual que las propiedades de resistencia a la tensién la deformacion del material
disminuye y esto es mas notorio para cuando se emplea la carga de  MWCNT.
Corroborando asi lo que se sefialé anteriormente respecto a la formacion de grumos
de MWCNT que no lograron dispersarse en la matriz y ademas al caracter amorfo
de la nHA(ver figura 31).
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Figura 28. Gréfica de esfuerzo-deformacién de PCL puro.
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Figura 29. Gréfica de esfuerzo-deformacion de PCL/MWCNT.
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Figura 30. Gréfica de esfuerzo-deformacion de PCL/nHA.
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Figura 31. Gréfica de esfuerzo-deformacién de PCL/nHA/MWCNT.

4.2. RESULTADOS ETAPA 2

En este apartado se muestran los resultados de los materiales obtenidos por
impresién 3D. En la figura 32 se muestra la comparacion de espectros FTIR de los
materiales elaborados con PCL, PCL/nHA y PCL/nHA/MWCNT donde se puede
observar presencia de sefiales similares de manera general, observandose que hay

cambios en el rango de 1150 — 1044 cm'. Esto puede atribuir a la presencia de nHA

ya que este rango la nHA presenta sus principales grupos de estiramiento (POi').
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Figura 32. FTIR de compuestos PCL, PCL/nHA y PCL/nHA/MWCNT.

En la figura 33 se presenta micrografia de SEM de PCL/nHA, estas obtenidas por
el segundo método(impresion 3D). Muestran una homogeneidad superior y puede
atribuirse a que el material pasa por varios procesos(inyeccion, extrusion e
impresion 3D) y esto puede contribuir al ordenamiento de sus cadenas. Debido a
ello, presentan una superficie mas lisa en comparacién con las obtenidas en la lera
etapa. No se observar grumos o puntos blancos de nHA lograndose una mayor

homogeneizacion de esta.

SEl 1.5kV WD13mm8865 / XSO? 20pm

S ! Oct 13, 2018
Figura 33. Mlcrografla de seccion superﬂmal de PCL/nHA a 600x.
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La figura 34 muestra la micrografia SEM del material compuesto de
PCL/NHA/MWCNT el cual se obtuvo por impresién 3D. En donde se observa su

morfologia homogénea y superficie lisa.

SElI 1.5kV. WD11mm SS65 x600 20pm  Seme—
Oct 13, 2018

Figura 34. Micrografia de vista superficial de PCL/nHA/MWCNT a 600x.

CARACTERIZACION MECANICA

Se realiz6 un analisis mecanico de PCL (figura 35), PCL/nHA (figura 36) y
PCL/MWCNT (figura 37) en donde se observa el esfuerzo a la traccion vs % de
deformacion. En la figura 35 se tiene una muestra de PCL puro que alcanza 40 MPa
de esfuerzo y 730% de deformacion. La figura 36 presenta muchos picos en la
respuesta al esfuerzo, esto podria deberse a dos cosas: una que el caracter amorfo
de la nHA contribuye en comportamiento de deformacion del material y otra es
atribuida a que las muestras generadas por impresion 3D se hacen capa x capa y
de esta manera a la muestra se le confiere una estructura de hilos entretejidos, por
lo que cada pico representa la ruptura de un hilo. La figura 37 presenta el mismo
comportamiento, pero en menor proporcion esto quizas porque se le agregaron
MWCNT vy estos aportan sinergia con sus propiedades. Esta ultima muestra
presenta un esfuerzo de 6 MPa y 240% de deformacion antes de su ruptura.
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Figura 35. Grafica de esfuerzo-deformacién de PCL pura.
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Figura 36. Grafica de esfuerzo-deformacién de PCL/nHA
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Figura 37. Grafica de esfuerzo-deformacion de PCL/MWCNT.
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ANALISIS IN VITRO (SBF)
En la figura 38 se muestra la comparacion de la bioactividad el material compuesto
en A) se muestra una micrografia de PCL con 0.1 g de MWCNT antes de ser

sometido en SBF y En B) se muestra una micrografia después de ser sometido en
SBF por 15 dias.

SElI 1.5kV  WD10mm SS65 x300 SO § . e —
Dec 11, 2018

SEl 1.5kV WD10mm SS65 x300 50pm

Dec 11, 2018

Figura 38. Micrografia de PCL/MWCNT(0.1 g), A) antes y B) después de SBF.

En la figura 39 A) se muestra una micrografia de PCL a 220X con 0.1 g de nHA
(esta muestra se tomo6 antes de ser sometida en SBF). La figura 39 B) muestra una

micrografia a 300 X de PCL con 0.1 g de nHA después de ser sometida en SBF por
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15 dias en la cual se puede observar la aparicion de cristales, podria atribuirse al
crecimiento de apatita, no crecio en toda la superficie, pero si se aprecia la presencia

de la apatita esto comprueba que si se adhirié la nHA al polimero demostrando

respuesta de bioactividad.

SElI 1.5kV  WD10mm SS65 x220 100pm

Dec 11, 2018

SElI 1.5kV. WD10mm SS65 x300 50pm
Dec 11, 2018

Figura 39. Micrografia de PCL/nHA, A) antes y B) después de SBF por 15 dias.

En la figura 40 se presenta una micrografia SEM de una muestra PCL con 0.05 g
de nHA. En donde solo se observa degradacién del material, pero no crecimiento

de apatita se podria atribuir a que sea muy poco el porcentaje de nHA 'y a que tiene
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una superficie lisa. (para una inspeccion mas detallada en el anexo se encuentran

mas figuras de este material).

SEl 5kV  WD9mm SS65 x350 50um

May 13, 2019
Figura 40. Micrografia de PCL/nHA(0.05 g) en SBF por 30 dias a 350x.

En las figuras 41 y 42 se muestran micrografias SEM en donde se aprecia un
material poroso de PCL con 0.1 g de nHA. Se puede apreciar el tamafio de
diferentes poros de alrededor de 150 y 200 um. Cabe sefialar que otros reportes
dados a conocer como los de Dajana Milovac (2016) y Karageorgiou V. (2005)
obtienen porosidades en el PCL con cargas que van de 100 a 300 ym lo cual es
adecuado para una correcta osteogénesis. Ademas, se observa que hay
crecimiento de mineral, pero no se da de forma uniforme en la superficie y hay
particulas o granulos de diferentes tamanos. EI mecanismo de la biomineralizacion
de la nHA sintética parte de la formacion de apatita similar a la del hueso, en una
superficie a través de formacion de fosfato de calcio amorfo (ACP) rico en Ca en el
inicio el periodo y la formacion de ACP de manera pobre en Ca al final del periodo.
en la inmersién. La nHA podria revelar en la superficie una carga negativa debido a
los grupos hidroxilo y fosfato que reunen los iones de calcio positivos que forman el

ACP rico en Ca, después, la capa rica en Ca que se formé en la superficie de la nHA
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interactua con los iones de fosfato negativos en el fluido para formar un ACP pobre
en Ca que finalmente se cristaliza en apatita similar a la de los huesos [58].

Cabe mencionar que hay mas micrografias de este material a diferentes aumentos.

SEI 5kV WD9mm SS65

Figura 42 Mlcrografla de PCL/nHA (0 1 g) en SBF por 30 dlas a 200x.
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En la figura 43 se observa una micrografia SEM de PCL con 0.15 g de nHA con
programa de relleno al 100% a 300x en SBF por 30 dias donde de igual manera se
observa el crecimiento de apatita (agregados o particulas) en la superficie del mismo,
el crecimiento no es uniforme en toda la superficie, pero esta claro que hay

bioactividad en el material obtenido.

SEl "8kV: WD9mm' SS65 x300 S0um

May 13, 2019
Figura 43. Micrografia de PCL/nHA(0.15 g) en SBF por 30 dias a 300x.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES



5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré obtener un material compuesto utilizando 2 métodos
(inyeccion e impresion 3D), dichos materiales fueron caracterizados y se concluye
gue el método de inyeccidén no contribuye con la osteoporosidad esperada, aunque
presenta una buena resistencia mecdanica a la tension, también se puede evidenciar
el crecimiento parcial de cristales en el analisis de SBF que demuestra cierta
bioactividad en el material. Por otro lado, el método de impresion 3D contribuye a
la formacién de poros de tamafio adecuado aportando una correcta osteogénesis.
Ademas, el método de impresion 3D demuestra que se puede manejar y controlar
una geometria personalizada en comparacion con el método de inyeccion lo cual
contribuye a poder aplicar caracteristicas derivadas de la estructura al material. Es
importante sefialar que en el método de impresion 3D se sacrifica la resistencia
mecénica a la tensién por un alto porcentaje de deformacion. Las cargas empleadas
influyen en ciertas propiedades del material. La nHA empleada en la matriz logra
mantener un proceso de crecimiento en la simulacioén de fluido corporal lo cual se
esperaba debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas. Aunque se esperaba que
los nanotubos de carb6n aumentaran la resistencia mecénica esta no aumento
significativamente sin embargo si contribuyé con las propiedades de deformacion.
En general el material obtenido podria postularse para posible andamio en
ingenieria de tejidos, cabe mencionar que aun falta evaluar propiedades del material
como lo son cito toxicidad, osteoinduccion, osteoconduccion, etc. ya, que son
propiedades importantes para el desarrollo de soporte para reconstruccion ésea.
Aunque claro esta, que los materiales empleados en este proyecto son amigables
con el cuerpo humano, asi como con el medio ambiente.

Por lo anterior descrito, los objetivos planteados en el trabajo de investigacion se

cumplieron generando un aporte importante al estado del arte.
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6. RECOMENDACIONES

Algunas recomendaciones para trabajos futuros son que los MWCNT se pueden
funcionalizar esto para darle al material la propiedad de no toxicidad y con ello
cumpliendo con ese requisito importante y también aportaria una mejora para la
bioactividad, ademas la PCL puede usarse como un sistema de liberacion
controlado de farmaco y con esto asegurar que no se generen efectos secundarios
a la hora de implantar el andamio. Es también recomendable que el material se
mezcle con otro polimero que tenga propiedades antimicrobianas para agregar esta

misma.
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Anexo 6. Mlcrografla de una muestra PCL/nHA a 500x.
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Anexo 8. Mlcrografla de una muestra PCL/nHA/MWCNT a 1000x.
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Anexo 9. Micrografia de una muestra PCL/nHA/MWCNT a 1000x.
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Anexo 10. Micrgrafia e una muestra PCL/nHA por impresion 3D a 150x.
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Anexo 11. Micrografia de PCL/nHA por impresién 3D a 300x.
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Oct 13, 2018

Anexo 12. Micrografia de PCL/nHA/MWCNT por impresion 3D a 150x.
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Anexo 13. Micrografia de PCL/nHA/MWCNT por impresion 3D a 300x.
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Anexo 14. Micrografia de una muestra de PCL/nHA en SBF por 30 dias.

SEI 5kVv  WD8mm SS65 x75 200pum

May 13, 2019

Anexo 15. Micrografia a 75x de una muestra de PCL/nHA en SBF por 30 dias.
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Anexo 16. Micrografia de una muestra de PCL/nHA en SBF por 30 dias.
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May 13, 2019

Anexo 18. Micrografia de una muestra de PCL/0.10 g de nHA en SBF por 30 dias.
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Anexo 19. Micrografia de una muestra de PCL/0.15 g de nHA en SBF por 30 dias.

N Nl
SO
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May 13, 2019

Anexo 20. Micrografia de una muestra de PCL/0.15 g de nHA en SBF por 30 dias.

SEl 5kV  WD9mm SS65 x200 100um

May 13, 2019

Anexo 21. Micrografia de una muestra de PCL/0.15 g de nHA en SBF por 30 dias.
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