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Resumen

El presente proyecto se enfoco en el desarrollo de un filamento a base un nanocomposito de
acido polilactico (PLA) y nanotubos de carbon de pard multiple (MWCNT) para ser utilizado
en impresion 3D de tornillos para osteosintesis. El nanocomposito PLA/MWCNT se
caracteriz6 por dispersion de luz dinamica (DLS) para verificar el tamafio de particula. El
analisis del nanocomposito también se hizo por técnicas espectroscopicas de FTIR Y Raman
con el fin de detectar la permanencia de los grupos funcionales del acido polilactico o
cambios estructurales en los MWCNT antes y después de combinar las dispersiones de PLA
y MWCNT, asi como antes y después de moldear el nanocomposito. Una vez formado el
nanocomposito se le practicaron los andlisis termogravimétricos (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Para identificar la morfologia del nanocomposito se empleo la
microscopia electrdnica de barrido (SEM) y la microscopia de fuerza atdbmica (AFM). El
moldeo del nanocomposito se llevd a cabo por medio de un equipo de extrusion.
Adicionalmente, a los filamentos de nanocomposito obtenidos se les realiz6 ensayos
mecanicos de traccion para evaluar su cambio con respecto a aquellos filamentos de PLA.
Simultdneamente se realizaron disefios 3D de tornillos de fijacion ortopédica (osteosintesis),
para imprimirlos en 3D utilizando el filamento nanocomposito desarrollado como material
de impresion. Finalmente, los tornillos fabricados fueron evaluados biol6gicamente mediante
ensayos de hemolisis en sangre obteniendo un valor de biocompatibilidad aceptable
conforme a la normativa internacional. En este proyecto se obtuvo como resultado una pieza
médica biocompatible fabricada con impresion 3D utilizando como filamento de impresion
el nanocomposito PLA/MWCNT.

Palabras clave: biomateriales, nanocompositos, nanotubos de carbono de pared mudltiple,

acido polilactico, impresion 3D.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes y planteamiento del problema

Actualmente el desarrollo de los biomateriales ha sido un area de gran interés para las
ciencias biomédicas, estos son fabricados con la finalidad de ofrecer una mejor calidad de
vida a las personas que los requieran. Los biomateriales se utilizan para la fabricacion de
protesis, insumos quirrgicos, biosensores, tejidos artificiales y una diversidad de
dispositivos médicos. Existen distintos biomateriales, cada uno para propositos muy
especificos, entre ellos los metalicos, ceramicos, poliméricos y los compositos. Estos ultimos,
son de gran interés y han sido un fuerte foco de estudio durante las Gltimas décadas debido a
las sobresalientes propiedades y amplio campo de aplicaciones que ofrecen. Dentro de los
poliméricos mas utilizados destacan el acido polilactico (PLA), policaprolactona (PCL),
acido poliglicolico (PGA) y quitosano debido a la alta biocompatibilidad y biodegradabilidad
que poseen. En las recientes décadas diversos autores se han dado a la tarea de desarrollar
nanocompositos de PLA reforzados con algun otro material, dentro de los que destacan los
distintos alétropos del carbono (nanotubos de carbono, fibras de carbono, grafeno, éxido de
grafeno, 6xido de grafeno reducido, grafito, carbon activado, puntos cuanticos de carbono,
entre otros). Shuquiang Liu, et al. desarrollaron suturas médicas bioabsorbibles a partir de un
nanocomposito de PLA con MWCNT (nanotubos de carbono de pared multiple). Estas
suturas presentaron una mejora tanto en el tiempo de degradacion como en la resistencia
mecanica a diferencia de aquellas Gnicamente fabricadas con PLA.! Yang L., et al.
manufacturaron piezas de PLA reforzado con MWCNT a través de técnicas de manufactura
aditiva. Asimismo, estudiaron las aportaciones que ofrecen los nanotubos de carbono a las

propiedades mecanicas, térmicas y eléctricas a la matriz polimérica.?

Por otro lado, Gong M., et al. sintetizaron un nanocomposito a base de PLA, hidroxiapatita
y oOxido de grafeno (PLA/HA/GO). La adicion de hidroxiapatita y oxido de grafeno a la
matriz polimérica mejord la estabilidad térmica, asi como la hidrofobicidad del material. Por
lo cual, los autores propusieron el composito mencionado como un buen candidato para

aplicaciones de implantes ortopédicos.®



Otra aportacién es la de Chen Q., et al., quienes elaboraron un biomaterial nanocomposito
basado en un copolimero de &cido polilactico, poliuretano y éxido de grafeno (PU/PLA/GO).
Este material lo utilizaron en impresion 3D para demostrar su compatibilidad con esta técnica
de manufactura aditiva y la prometedora aplicacion que ofrece para la elaboracion de
andamios celulares.* De igual manera, en el area de los biomateriales para impresion 3D,
Giovanni Spinelli et al. desarrollaron nanocompositos hibridos de PLA con nanotubos de
carbono MWCNT vy nanoplaquetas de grafeno (GNP). Los autores evaluaron el
comportamiento mecéanico y eléctrico del material sintetizado tras ser sometido a tres
diferentes técnicas de moldeo: prensado térmico, impresion 3D FDM y extrusion.’
Asimismo, Giovanni Spinelli et al., de nuevo sintetizaron el nanocomposito de
PLA/MWCNT/GNP a través de dos métodos de distintos: mezclado en solucidon (“solution
blending”) y mezclado por fundicion (“melt mixing”). Los autores estudiaron y compararon
las propiedades morfoldgicas y electromagnéticas del nanocomposito fabricado bajo los dos
métodos de sintesis mencionados.®

Como se ha revisado, ha habido un extenso interés en el desarrollo e investigacion de
nanocompositos poliméricos para distintas aplicaciones, en especifico, aquellas derivadas de
la manufactura aditiva. Si al desarrollar el material se utiliza un polimero biocompatible
entonces, el resultado es un biomaterial compatible para impresion 3D. El disefio de injertos
ortopédicos a partir de estos materiales es un area bastante prometedora. Tal fue el trabajo
que realizaron Tappa K. et al. en donde elaboraron por medio de impresion 3D tornillos y
placas para insercion quirdrgica a partir de acido polilactico (PLA) recubiertos con

gentamicina (antibictico) para la liberacion prolongada de este farmaco en sitios especificos.’



Los accidentes traumatologicos son uno de los mayores problemas de salud publica a nivel
mundial. Un traumatismo se define como una lesion o dafio a los tejidos y/o huesos del cuerpo
humano producido por alguna fuerza mecanica externa. Cada afio mas de 50 millones de
estadounidenses sufren lesiones traumatologicas, lo que representa un costo aproximado de
400 billones de doélares anuales para la union americana. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) menciona que la mayoria de los accidentes de trauma son generados por dos
factores: caidas y accidentes de trafico. En México no es la excepcion, 1 de cada 12 mujeres
y 1 de cada 20 hombres mayores de 50 afios sufren fractura de cadera cada afo. La incidencia
de este tipo de problemas traumatoldgicos va en alza con el paso de los afios, se estima que

para el afio 2050 estas cifras de pacientes vulnerables a fracturas incremente un 424%.8°

La demanda en México de intervenciones quirurgicas en el area de la ortopedia va en
constante crecimiento. Diversos factores son los causantes de que algun paciente recurra a la
necesidad de ser intervenido, ya sea por accidentes traumaticos o diversas patologias como
artritis reumatoide, osteosarcoma, entre otros. Para que las cirugias ortopédicas se lleven a
cabo de manera correcta se requiere disponer de los insumos adecuados, siendo los tornillos
y placas los mas utilizados para corregir las fracturas dseas. De igual manera, las prétesis son
utilizadas cuando el paciente requiere la sustitucion de alguna porcidn ésea completa (cadera,
rodilla, articulaciones, entre otros). La mayoria de los biomateriales utilizados en la
manufactura de prétesis, tornillos, placas y clavos de cirugia ortopédica estan elaborados con
distintas aleaciones metélicas, siendo la de Cobalto Cromo (CoCr) una de las mas utilizadas.
La desventaja de este material utilizado radica en que, al encontrarse en un medio fisiolégico
tiende a liberar iones metélicos de Co y Cr produciendo metalosis (altas concentraciones de
iones metélicos en el cuerpo humano). Diversos registros en la literatura han demostrado que
las altas concentraciones de Co y Cr en el organismo han estado asociadas a causar
polineuropatias y problemas neuropsiquiatricos a gran cantidad de pacientes registrados.
Campbell et al. explican que uno de los efectos secundarios provocados por una alza en la
concentracion de Co en el cuerpo humano son reacciones inflamatorias en el tejido
periprostético, cardiomiopatias e hipotiroidismo.’® Green y colaboradores mencionan las
anormalidades neuroldgicas emergentes causadas por este tipo de metalosis, dentro de las
que destacan: problemas en la concentracion mental, déficit de memoria a corto plazo,

desorientacion, déficits neurocognitivos, incluso demencia.** Adicionalmente, otros efectos
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secundarios provocados por este tipo de metalosis son la pérdida de peso, pérdida de apetito,

depresion, baja energia y sabor metalico. 1018

Con la finalidad de buscar una alternativa a esta aleacion metélica, se desarrolld en este
proyecto un biomaterial nanocomposito de matriz polimérica PLA reforzado con nanotubos
de carbono (MWCNT) con miras a promoverlo como material alternativo para la fabricacion

de tornillos para osteosintesis.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Preparar y moldear un filamento a base de un material nanocomposito (PLA-MWCNT) con
propiedades biocompatibles para la impresién 3D de implantes ortopédicos.

1.2.2 Objetivos especificos

e Disefiar una metodologia que permita a la matriz polimérica de &cido polilactico
(PLA) incorporarse con nanotubos de carbono (MWCNT).

e Determinar la proporcion adecuada de polimero con nanoestructura de carbon que le
permita ser procesado mediante distintas técnicas de moldeo.

e Determinar las propiedades fisico quimicas y morfoldgicas del nanocomposito
mediante su caracterizacion con técnicas espectroscopicas (FTIR, Raman), DLS,
calorimétricas (TGA), mecénicas y micrografias (SEM, AFM).

e Evaluar la biocompatibilidad del nanocomposito mediante ensayos de viabilidad
celular con ensayos hemoliticos en sangre.

e Mediante el software FreeCAD realizar un disefio de tornillo para osteosintesis con
las dimensiones tipicas de los modelos que se comercializan actualmente.

e Manufactura del prototipo de pieza médica (tornillo osteosintesis) mediante la

impresion 3D con el nanocomposito desarrollado.



1.3 Justificacion

Actualmente los materiales utilizados en la fabricacion de piezas para aplicaciones de cirugia
ortopédica o traumatoldgica son aleaciones metalicas. Ciertas aleaciones con el paso del
tiempo experimentan erosion liberando iones metélicos dentro del organismo vivo, lo que
provoca severos dafios a la salud. En este proyecto de tesis se desarrolld un filamento de
material nanocompuesto de Acido Polilactico (PLA) con Nanotubos de Carbono de Pared
Multiple (MWCNT), para utilizarse en la impresion 3D de piezas para dispositivos de

osteosintesis (tornillos, clavos, placas, protesis, entre otros).

1.4 Hipotesis

Mediante la incorporacién de nanotubos de carbono multipared (MWCNT) dentro de una
matriz polimérica de acido polilactico (PLA) se obtendra un biomaterial nanocomposito en
filamento para impresion 3D de implantes ortopédicos con propiedades (mecanicas, térmicas,

bioldgicas) superiores a las propiedades del filamento de PLA.

MWCNT functionalized

Ho-CH o ;? CH
—~ fé’/c\ e
] o E\C/OH
Chy i
o
Nanocomposite Nanocomposite 3D 3D Printed
dispersion Printing filament Osteosynthesis Screw

Figura 1. Hipotesis grafica del proyecto.



2. MARCO TEORICO

2.1 Biomateriales

Los biomateriales representan un &rea de gran interés dentro de las ciencias biomédicas, se
encuentra en constante desarrollo e investigacion y abarca aspectos multidisciplinarios como
la medicina, biologia, quimica, ciencia e ingenieria de materiales, entre otras. Su principal
aplicacion es en el area de la medicina, algunos ejemplos pueden ser: desarrollo de protesis,
organos artificiales, insumos quirdrgicos, cultivos celulares, ensayos biotecnolégicos,
biochips, biosensores, implantes, entre otras mas. El desarrollo de las aplicaciones
mencionadas se realiza con el propdésito de lograr mejorar las condiciones la salud de

millones de pacientes alrededor del mundo.*®

Con base en lo mencionado previamente, se puede generalizar la definicion de biomaterial
como cualquier sustancia o combinacion de sustancias de origen natural o artificial que se
utiliza durante cierto tiempo como un todo o como parte de un sistema que permite tratar,

aumentar o reemplazar algun tejido, 6rgano o funcion del cuerpo humano.?°

Al igual que los materiales convencionales estudiados por la ciencia e ingenieria de
materiales, los biomateriales se dividen en metalicos, cerdmicos, poliméricos y compositos.

Esta clasificacion de biomateriales se explicara mas adelante en las siguientes secciones.

2.2 Biocompatibilidad

Para que un biomaterial pueda ser utilizado en organismos bioldgicos, este debe poseer una
propiedad fundamental, ser biocompatible. La biocompatibilidad es la habilidad de un
material para ser aceptado por el cuerpo del paciente y que, ademas, no irrite a los tejidos
circundantes, no provoque una respuesta inflamatoria, no produzca reacciones alérgicas y
que no tenga efectos carcinogénicos (que no produzca cancer). En la actualidad existen
distintas técnicas o ensayos que son utilizados para lograr determinar la biocompatibilidad
de un material, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad en linfocitos de sangre periférica

humana, ensayos de viabilidad celular conforme a la norma 1SO-10993 en cultivos de



fibroblastos, ensayos de viabilidad hemolitica en células sanguineas conforme la norma
ASTM F756-13, ensayo de citotoxicidad MTT, entre otros.?: 2
La biocompatibilidad de un material se clasifica en distintos tipos, los cuales son:
¢ Bioinerte: habilidad del material para mantener sin cambios al organismo biolégico
en el que se encuentra y no inducir reacciones sobre él. Se forma un tejido fibroso
alrededor del material. En la Figura 2 se muestra un implante mamario fabricado con

un biomaterial polimérico bioinerte.

Figura 2. Implante de seno fabricado con polimeros bioinertes.

e Bioactivo: habilidad del material para llevar a cabo o modular una respuesta favorable
para cualquier parte del organismo biol6gico. Se establecen enlaces quimicos entre el
material y el tejido. La Figura 3 muestra un reemplazo de vélvula cardiaca, la cual es

fabricada con biomateriales bioactivos.

Figura 3. Vélvula cardiaca fabricada con material bioactivo.

e Bioabsorbible: habilidad del material para ser descompuesto por el mismo organismo
por medio de procesos metabolicos. La Figura 4 muestra un ejemplo de una aguja con

un hilo de sutura bioabsorbible.
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Figura 4. Hilo de sutura fabricado con material bioabsorbible.

2.3 Dispositivos Meédicos

Los dispositivos médicos son utilizados en una gran variedad de aplicaciones en el area del
cuidado de la salud. En México, la NOM-240-SSA1-2011 define a los dispositivos médicos
como “a la sustancia, mezcla de sustancias, material, aparato o instrumento (incluyendo el
programa de informatica necesario para su apropiado uso o aplicacion), empleado solo o en
combinacién en el diagnostico, monitoreo o prevencion de enfermedades en humanos o
auxiliares en el tratamiento de las mismas y de la discapacidad, asi como los empleados en
el reemplazo, correccidn, restauracion o modificacion de procesos fisiol6gicos humanos. Los
dispositivos médicos incluyen a los productos de las siguientes categorias: equipo médico,
prétesis, oOrtesis, ayudas funcionales, agentes de diagnostico, insumos de uso odontolégico,
materiales quirdirgicos, de curacion y productos higiénicos” (Figura 5).24

Figura 5. Dispositivos médicos.



2.4 Clasificacién de biomateriales

Los biomateriales, al igual que los materiales convencionales estudiados por la ciencia e
ingenieria de materiales se clasifican en: metalicos, ceramicos, poliméricos y compositos,

siendo éstos altimos dos, los que se utilizaron en este proyecto.

2.4.1 Polimeros

Los polimeros reciben su nombre del griego (polys) “muchos” y (meros) “partes”. Son
macromoléculas, es decir, moléculas de gran tamafio y de gran peso molecular las cuales
estan formadas por subunidades simples repetidas (mondmeros) conectadas entre si por
enlaces covalentes formando cadenas largas. Las cadenas largas pueden no estar enlazadas a
otras cadenas, pero si tienen una interaccion intermolecular (fuerzas de Van der Waals) con
otras cadenas del mismo polimero, a estos los llamamos polimeros termoplasticos. Por otro
lado, las cadenas largas pueden estar unidas con enlaces covalentes a otras cadenas en
distintas direcciones, se les conoce como polimeros termofijos o termoestables. Las cadenas
de los polimeros termoplasticos estan levemente unidas unas a otras, lo que los convierte en
polimeros bastante maleables y les proporciona una gran caracteristica, la cual es que pueden
ser reciclados varias veces, ya que las interacciones entre las cadenas son faciles de romper
por medio del suministro de calor. En el caso de los polimeros termofijos, sus cadenas si
estan fuertemente entrecruzadas unas con otras por medio de enlaces covalentes, lo que les
proporciona propiedades mecanicas superiores a los termoplasticos sin embargo, poseen una
desventaja, la cual es no poder ser reciclados debido al fuerte entrecruzamiento de sus
cadenas.!® En la Figura 6 se muestra una representacion grafica de la estructura molecular

de los polimeros termoplasticos y termoestables.
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Figura 6. Cadenas de los polimeros termoplésticos (a) y termofijos (b), respectivamente.



Los polimeros se clasifican de distintas maneras de acuerdo con sus estructuras, el tipo de
reaccion por el cual fueron sintetizados, sus propiedades fisicas o su uso tecnolédgico. Al
proceso de obtencion de un polimero se le denomina “polimerizacion”. La polimerizacion es
el proceso por el cual los mondmeros se van uniendo unos a otros para lograr formar una

estructura final (polimero), conformada por muchas subunidades de ese monémero.

Existen distintos tipos de polimerizacion, siendo la polimerizacion por adicion, también
Ilamada por reaccion en cadena y la polimerizacion por condensacion, también llamada por

etapas, los mas comunes. En la Figura 7 se aprecia una reaccion de una polimerizacion por

adicion.
H H ’ H H
—-C-C" C=C =
| /N
H H H H

Figura 7. Ejemplo de polimerizacién por adicion.

La polimerizacion por adicion se divide en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion.
Siendo la iniciacion el origen en donde comienza la reaccion por medio de un agente
catalizador externo para lograr que los radicales libres o iones (cationes o aniones) rompan
un enlace entre uno de los &tomos de carbono de la otra molécula de monémero y se repita
la misma reaccion una y otra vez. La propagacion se lleva a cabo cuando cada molécula de
monoOmero comienza a unirse una con otra consecutivamente formando largas cadenas. Por
ultimo, la terminacidn consiste cuando los mondmeros se han agotado, debido a que el total

de moléculas se han unido, dando como resultado la formacién del polimero.?

2.4.2 Compositos

Los materiales compositos se obtienen al unir dos 0 mas materiales para conseguir una

combinacion de propiedades que no es posible obtener en los materiales originales. Estos
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compuestos se seleccionan para lograr combinaciones poco usuales de rigidez, resistencia,
peso, rendimiento a altas temperaturas, resistencia a la corrosion, dureza o conductividad.
Los compositos se clasifican en tres categorias: con particulas, con fibras y laminares,
dependiendo de la forma de los materiales. Por ejemplo, el concreto, es una mezcla de
cemento y grava corresponde a un compuesto particulado; el adobe, un composito cuya
matriz es una mezcla arcillosa con refuerzos de paja seca es un compuesto reforzado con
fibras; las piezas de fibra de vidrio contienen finas fibras de vidrio (con grosores del orden
de las micras) embebidas en un polimero epdxico igualmente corresponden a un composito
reforzado con fibras; la madera contrachapada o triplay posee capas alternas de chapa de
madera, es un composito laminar.

Los materiales compositos se constituyen de dos fases, la matriz (polimero, metal o
ceramico), es la fase que se encuentra en mayor proporcion, y el refuerzo (particulas, fibras

o laminas), cuya fase es la que se encuentra en menor proporcion tal y como se muestra en

la Figura 8.2°
MATRIZ REFUERZO
¥
e ¢ ¢
o e e //

Figura 8. Fases que constituyen un material composito.

La mayoria de los compositos reforzados con fibras consiguen una mejor resistencia a la
fatiga, mayor rigidez y una mejor relacion resistencia-peso, al incorporar fibras resistentes y
rigidas, aunque fragiles, en una matriz mas blanda y ductil. EI material de la matriz transmite
la fuerza a las fibras, soportando la mayor parte de la fuerza aplicada. La resistencia del

composito puede resultar alta a temperatura ambiente y a temperaturas elevadas.
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2.4.2.1 Sintesis de Nanocompositos

Los nanocompositos son materiales solidos multifases en donde al menos una de sus fases
contiene una, dos o tres dimensiones menores a 100 nm, o estructuras que poseen distancias
repetitivas dentro de la nanoescala entre las fases que componen al material. De acuerdo a
esta definicion, estos pueden abarcar medios porosos, coloides, geles y copolimeros, sin
embargo, el termino nanocomposito es mas utilizado para referirse a una combinacion sélida
entre una matriz y una fase con dimensiones dentro de la nanoescala (0-100 nm). La Figura
9 muestra un esquema general de técnicas de sintesis de nanocompositos metalicos,
ceramicos y poliméricos. En el presente trabajo las técnicas de sintesis de interés son aquellas para

obtener nanocompositos poliméricos, especificamente el método por “solution blending”.?

Synthesis of nanocomposites
.
N 7 N\ 3
Metal nanocomposites Ceramic Polymer nanocomposites
nanocomposﬂes
\, AN AN S
) In situ
. High- . .
Seray W diration so':;liglfati energy || Powder § Polymer J o Mett Solution mte:flﬂh In situ Sol-gel
pyrolysis an ball process | precursor blending blending olymeriz formation
milling P :ﬂon
. o N v o 5 & A, o N
Chemical § Physical
vapor vapor Caolloidal
deposition § deposition | method Sal-gel
. L. 7 N v

Figura 9. Técnicas de sintesis de nanocompositos.

Afadir nanomateriales como aditivos a una matriz polimérica resulta en un nanocomposito
polimérico con mejor desempefio en sus propiedades que aquellos compositos poliméricos
tradicionales. El método “solution blending” es un sistema basado en solventes donde el
polimero y los nanorefuerzos deben ser solubles o dispersables dentro de este. Primeramente,
los nanorefuerzos o nanoestructuras son dispersados en un solvente como el agua, acetona,
cloroformo, entre otros solventes organicos. De igual manera, se requiere que el polimero
tambien se encuentre disperso dentro de uno de los solventes mencionados para lograr
mezclar ambas dispersiones, tanto la de las nanoestructuras como la del polimero. Este

mezclado puede ser por agitacion magnética, agitacion mecanica, reflujo o bafio ultra sénico.
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Una vez concluido el mezclado, se procede al secado de la dispersion por medio de la
evaporacion del solvente obteniendo como resultado un sélido nanocomppsito. Como se ha
mencionado, existen diversos métodos para la obtencién de nanocompositos, es necesario
buscar vias que nos permitan mejorar las interacciones y la incorporacion entre el polimero

y los nanomateriales a utilizar.

2.5 Osteosintesis

La osteosintesis es un procedimiento quirtrgico en el cual se estabilizan y unen las porciones
de un hueso fracturado con apoyo de distintos dispositivos e instrumentos como placas,
tornillos, clavos, varillas, prétesis de reemplazo, cementos 0seos, entre otros. EIl término
“osteosintesis” fue acufiado por primera vez por el cirujano belga Albin Lambotte en la
primera década del siglo XX. Lambotte afirm6 que la osteosintesis es la reduccion de una
fractura y su respectiva fijacion utilizando implantes metalicos.?” Sin embargo, gracias al
desarrollo de la ciencia de los biomateriales estos implantes hoy en dia ya no son
exclusivamente de origen metalico, también pueden ser de origen ceramico o polimérico. En
la Figura 10 se muestra una representacion de un proceso de osteosintesis para unir las

extremidades de un hueso fracturado.

Figura 10. Proceso de osteosintesis

Diversos médicos a través de los afios fueron pioneros en lograr sentar las bases para la
osteosintesis, uno de ellos fue el cirujano aleman Gerhard Kuntscher quien en 1939 desarrollo
un clavo medular que permitia unir porciones de hueso fracturado por medio del principio de

la compresion. Después de la segunda guerra mundial, en 1972 el Dr. Kintscher viajé a
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México al Hospital de Ortopedia y Traumatologia del Centro Médico Nacional del IMSS en
donde oper0 a diversos pacientes que sufrian fractura de cadera, logrando hacerlos caminar
al dia siguiente de la intervencion.

Para poder entender el comportamiento entre los huesos fracturados y los implantes
utilizados en la osteosintesis se debe comprender los principios biomecanicos que lo rigen,

los cuales son: compresion, proteccion, tirante, sostén y tutor. A continuacion se definen:

Compresion: es la carga que se genera entre porciones de hueso fracturado mediante la
utilizacion de distintos implantes para producir estabilidad entre los fragmentos rotos.
Existen dos tipos de compresion, la transversal y la axial. La compresion transversal es
aquella en donde la fuerza que se ejerce se encuentra en sentido ortogonal (perpendicular) al
eje longitudinal del hueso. En cambio, la compresion longitudinal es aquella que se ejerce en
el sentido longitudinal del segmento 6seo fracturado. Algunos de los implantes utilizados
bajo el principio biomecéanico de la compresion son los tornillos, placas, cables y alambres.

Proteccion: se refiere al uso de implantes agregados para complementar una osteosintesis
insuficiente para evitar su posible falla. Algunos de los implantes que se utilizan son los
tornillos, placas, fijadores y clavos endomedulares.

Tirante: es la fuerza que ejerce un implante tensado sobre la superficie de un hueso con
fractura transversal para convertir aquellos posibles esfuerzos de flexién en esfuerzos de
compresion con direccion axial a la fractura. Los implantes utilizados son placas y clavillos
con alambres.

Sostén: es el principio biomecanico para aquellos implantes que funcionan como sustituto
temporal estructural de soporte 6seo permitiendo lograr mantener una distancia en aquellos
casos en donde no exista una porcion désea que permita soportar las cargas de otros
fragmentos. Dentro de los implantes utilizados en este principio destacan las placas, fijadores,
tornillos, clavos endomedulares, clavillos y alambres.

Tutor: es el principio que rige a aquellos implantes que cumplen la funcion de alinear,
estabilizar y guiar a los fragmentos Gseos para que establezcan un correcto contacto entre

ellos y se consoliden. Se pueden utilizar clavos endomedulares y fijadores externos.?’
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2.7 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (CNT, por sus siglas en inglés), son al6tropos del carbono como
el diamante, el grafeno, el grafito o los fullerenos. Fueron descubiertos en 1991 por S.
lijima.28 Estos materiales fueron obtenidos por medio del método descarga de arco eléctrico,
la Figura 11 muestra una micrografia de los nanotubos de carbono obtenidos por Ijima.

S
5

Figura 11. Nanotubos de carbono obtenidos por S. ljima.

La distinta variedad de CNTs que existe ofrece oportunidades de desarrollo tecnoldgico en
diferentes areas debido a la variedad de sus formas geométricas, nimero de capas, pureza y
relacion didmetro-longitud. Estas caracteristicas de los CNTs determinan sus propiedades
elasticas, térmicas, eléctricas y mecanicas. Los CNTs se clasifican en aquellos de pared
simple y de pared multiple (SWCNT o MWCNT, por sus siglas en inglés, respectivamente).?®
Los nanotubos de pared simple se describen como una capa bidimensional de grafeno
enrollada formando un tubo, tienden a agruparse en paquetes con diferentes longitudes y
radios. Los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) estan constituidos por
nanotubos de pared simple concéntricos, separados radialmente por aproximadamente
0.34 nm, distancia correspondiente a la separacion entre ldminas de grafeno en la estructura
del grafito, consta de enlaces covalentes entre carbonos unidos entre si, presentando

hibridacion sp2.%° En la Figura 12 se muestra una representacion de los SWCNT y MWCNT.
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Nanotubos de carbono de
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Figura 12. Representacion de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y de pared maltiple
(MWCNT).

La morfologia de los CNTs esta dictada por el angulo de enrollamiento respecto a los
hexagonos formados por los enlaces de carbono. Las formas o tipos de estructuras de los
nanotubos influyen en sus propiedades. Estas estructuras se definen tedricamente a partir del
vector llamado vector quiral o vector de circunferencia que forma un angulo recto con el eje
T, denominado vector de traslacion.®®3! La forma en que se enrollan las laminas esté definida
por el vector quiral (Cy,). El vector C;, esta determinado de la siguiente manera:

Cp, = may + na, (ec.0)

en donde a, y a, son los vectores unitarios en la lamina de grafeno, asimismo, m y n son
dos escalares conocidos como indices de Hamada, que conectan un punto de la lamina con
el origen definido en (0,0). Si a este vector quiral se le orienta a diferentes direcciones con

respecto al eje T, la lamina de grafeno se enrollara de diferentes maneras.323

La Figura 13 muestra la manera en que se enrollard una lamina de grafeno para formar un
nanotubo. Al conocer el vector quiral es posible conocer el diametro de los nanotubos y la

direccion de enrollamiento utilizando las siguientes expresiones matematicas:

a(m? + mn + n?)1/?
d= - (ec.1)
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Figura 13. Lamina de grafeno que muestra el vector quiral Ch y los vectores unitarios a, y a, de

una celda unitaria bidimensional.

Otro de los puntos importantes es la variacion de los indices (m,n) , ya que con ello se
obtienen los tres diferentes tipos de estructuras que existen: ‘“zig-zag”, “chiral” 'y

“armchair”, como los de la Figura 14.

Figura 14. Morfologia de los CNTs de acuerdo al angulo de enrollamiento de la lamina grafitica;

enrollamientos con morfologia tipo (a) “zigzag”, (b) “chiral” y (c) “armchair”.

17



Los nanotubos tipo “zig-zag” poseen indices de Hamada n = m y una helicidad de 6 = 0°.
Los “armchair” poseen indices de m = 0y una helicidad de 8 = 30 °. Todas las demas

combinaciones son caracteristicas de los nanotubos tipo “chiral”.%

2.7.1 Métodos de obtencion

Para lograr la obtencion de nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) se utilizan
por lo general tres métodos, descarga de arco eléctrico, ablacion con laser y deposito quimico
de vapor (CVD, por sus siglas en inglés), siendo una variacion de este Gltimo método el

utilizado en el presente proyecto.

2.7.2 Nebulizacion pirolitica

La sintesis de nanotubos de carbono por nebulizacion pirolitica (“spray pyrolysis”, en inglés)
es una variante del método de depdsito quimico de vapor (CVD), ademas, es el método mas
versatil y comunmente utilizado para la produccion de nanotubos de carbono. EI método
parte de la insercion de una solucion precursora hidrocarburo/catalizador dentro de un reactor
de cuarzo que se encuentra a una temperatura aproximadamente de 800 °C. La solucion de
hidrocarburo/catalizador (tolueno/ferroceno) ingresa a manera de rocio con ayuda de un
sistema nebulizador-bomba peristaltica dentro del reactor de cuarzo en donde se descompone
térmicamente y se producen varias reacciones como deshidrogenacion, condensacion
aromatica, apertura de anillo y aglomeracién de a&tomos de hierro, entre otras. La temperatura
del reactor y el flujo constante del hidrocarburo/catalizador estimulan la disociacién de las
moléculas de carbono y generan el ambiente propicio para la deposicion del carbono sobre
las particulas catalizadoras. El interior del reactor es previamente purgado con Argén (u otro
gas inerte) para evitar la formacion de monoxidos o didxidos de carbono.® En la Figura 15

se representa un esquema general del sistema de sintesis por nebulizacion pirolitica.
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Figura 15. Sistema de sintesis de nanotubos de carbono por nebulizacidn pirolitica.

2.8 Acido Polilactico

El acido polilactico (PLA, por sus siglas en inglés) es un polimero termoplastico, el cual esta
conformado por largas cadenas de moléculas de acido lactico unidas entre si. El acido lactico
es un compuesto que tiene su origen en el metabolismo celular de los seres vivos,
especificamente en las vias de respiracién anaerdbicas. A nivel celular, la principal ruta
energética de las células es la via aerdbica por medio de la glucolisis, el metabolito resultante
de este proceso es el “piruvato”, el cual podra continuar hacia dos rutas metabdlicas, la
primera, es hacia la via aerébica por medio del Ciclo de Krebs o la segunda opcién continuar
hacia la via anaerébica dando lugar a la formacién del “acido lactico”.®® En las Figura 16 se

presentan la estructura de una molécula de acido lactico y del PLA, respectivamente.

a)

Figura 16. a) Molécula de acido lactico, b) Estructura molecular del acido polilactico PLA.

El PLA actualmente es un plastico que ha revolucionado el sector industrial, médico,
alimenticio y tecnoldgico debido a que posee excelentes propiedades. A escalas industriales,

el &cido lactico se obtiene por medio de la fermentacion del almidon de maiz, es por ello que
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el PLA se categoriza como un biopolimero, a diferencia de aquellos plasticos provenientes
de los hidrocarburos derivados del petrdleo (ej. PP, PET, PS, PE). ElI PLA al ser un
termopléstico, posee una grandiosa maleabilidad para ser sometido a distintas técnicas de
moldeo (ej. inyeccion, extrusion, soplado, termoformado) para la fabricacidn de piezas a base
de este material. Como ya se menciond previamente, el acido lactico es un compuesto
proveniente del metabolismo de los seres vivos, esto le genera una propiedad muy importante
a su version polimerizada (PLA), una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. Gracias a
esta estas Gltimas propiedades biologicas es que el PLA puede utilizarse en un amplio
espectro de aplicaciones como lo es en empaques y consumibles alimenticios biodegradables,
filamentos para impresién 3D, suturas quirargicas bioabsorbibles, prétesis, andamios

celulares, acarreador de farmacos, entre otros.

2.8.1 Sintesis del PLA

El &cido polilactico (PLA) se sintetiza por dos métodos, ya sea directamente por una
policondensacion del acido lactico, o por la polimerizacion de apertura de anillo (ROP, por
sus siglas en inglés) de un monomero intermediario, la Lactida. Debido a que el método por
policondensacion es una reaccién de equilibrio, se deben tener controladas diversas variables
involucradas en el proceso como la presion atmosférica, temperatura, eliminacion del agua,
entre otras. Este método da como resultado un PLA de bajo peso molecular, lo cual no es
muy viable para ciertas aplicaciones en donde el material resultante requiera ciertas
capacidades fisicas y mecanicas. Por otro lado, el método de ROP es considerado la via mas
viable para la fabricacién de PLA, ya que requiere menos condiciones de reaccion por
controlar y se obtiene un polimero de alto peso molecular abriéndole una extensa gama de
aplicaciones. La polimerizacion de la Lactida por ROP implica que su anillo sea susceptible
a ser abierto por un compuesto que lo ataque nucleofilicamente o electrofilicamente. El
compuesto mas utilizado como iniciador para favorecer la apertura de anillo es el octoato de
estafio. Ademas, es necesario el uso de un coiniciador (generalmente alcohol) para lograr
inducir la polimerizacién en presencia del iniciador. La Lactida es 6pticamente activa, por lo
que en la produccion de esta se obtiene una mezcla racémica de D-Lactida y L-Lactida. En
la Figura 17 se representa la polimerizacion de la DL-Lactida por medio del método de
apertura de anillo (ROP), el cual comienza con apoyo de un iniciador (octoato de estafio), un
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coiniciador (alcohol bencilico), suministro de calor y agitacion mecanica para obtener como

resultado final el acido polilactico (PLA).®

DL-Lactida - PLA
0 A
) oswioeh, /PCI o lom
n | T "~ ROP g ‘]:ﬂ
o . - J/ T o
” - 170 °C, 1h R
(0]

Figura 17. Polimerizacion de la DL-Lactida para la formacion de PLA.

2.9 Impresion 3D

La impresion en tres dimensiones (3D), también conocida como manufactura aditiva (AM),
es una tecnologia de vanguardia que ha revolucionado diversas areas, tales como la
ingenieria, disefio de productos, manufactura y recientemente la industria médica. Los
origenes de la impresion 3D convencional se originan en la década de 1980s cuando el
método de estereolitografia (SLA, por sus siglas en inglés), el primer método de impresion
3D, fue inventado por Hull.3” La SLA consiste en incidir el haz de un laser ultravioleta (UV)
en la superficie de un mondmero liquido foto-polimerizable para ir endureciendo la superficie
liquida capa tras capa hasta formar el disefio deseado. La Figura 18 representa un esquema

general de la tecnologia SLA.
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Figura 18. Sistema de estereolitografia (SLA).

Ademaés, Hull fue la primera persona en lograr utilizar un archivo CAD (disefio asistido por
computadora, por sus siglas en inglés) para lograr la fabricacién de disefios en cuerpos solidos
en tres dimensiones. Més adelante, Scott y Lisa Crump introdujeron otra nueva tecnologia de
impresion 3D llamada modelado por deposicion fundida (FDM, por sus siglas en inglés).
FDM consiste en calentar un filamento termoplastico a un estado semi liquido, el cual es
después extruido y lentamente introducido a salir a traves de una apertura (boquilla) para ir
depositando capa tras capa el diseio CAD del objeto a construir.® El Gltimo modelo
mencionado es el mas aproximado a las tecnologias 3D que se utilizan hoy en dia.
La impresion 3D que actualmente se utiliza es un grupo de tecnologias de fabricacion por
adicion o “aditive manufacture” (AM, por sus siglas en inglés) donde wun
objeto tridimensional previamente disefiado por dibujo asistido por computadora (CAD) es
creado mediante la superposicion de capas sucesivas de material polimérico termoplastico
fundido.® Los componentes principales de la impresion 3D se muestran en la Figura 19 y
son los siguientes tres:
e Hardware: la estructura fisica y componentes del equipo como motores a pasos,
placas controladoras, chasis, extrusores, cama, deposito de resina, carcasa, laser UV,
entre otros.

e Software: programa que controlara el proceso de impresion 3D.
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e Materiales o insumos: la materia prima que se utiliza para la impresion son filamentos
de distintos tipos de polimero (PLA, ABS, PVC, Nylon, PETG), resina liquida foto

curable, polvos, entre otros.

Materals

Figura 19. Componentes de la impresion 3D.

En la Figura 20 se presenta un equipo de impresion 3D que opera bajo la técnica de
“modelado por deposicion fundida” (FDM) y un equipo de impresion 3D que trabaja bajo el

método de “estereolitografia”.

Figura 20. a) Equipo de impresion 3D de modelado por deposicién fundida (FDM), b) Equipo de
impresion 3D de estereolitografia (SLA).
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2.10 Técnicas de caracterizacion de biomateriales

Las técnicas de caracterizacion son procedimientos que se realizan a los materiales con la
finalidad de lograr determinar sus propiedades, composicion, comportamiento y calidad.
Actualmente se realizan caracterizaciones fisicas, quimicas y bioldgicas, cada una de estas

se lleva a cabo dependiendo de la aplicacion en la que se vaya a utilizar el material deseado.

2.10.1 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica de caracterizacion en donde se estudia la
manera en que la radiacién electromagnética del espectro infrarrojo (aquella cuya longitud
de onda abarca desde los 700 nm — 1000 um) interactia con la materia. Con base en la
interaccion de la radiacion con la materia se pueden deducir distintas propiedades sobre la
muestra analizada como lo es su composicién quimica, estructura, grupos funcionales que lo
conforman, concentracién de cada compuesto, entre otras. La radiacién IR es sensible a la
presencia de grupos funcionales presentes en la molécula, cada uno de estos interacttan de
distintas maneras manifestando una banda de absorcién especifica para cada grupo. La
intensidad de las bandas que cada grupo funcional manifieste sera proporcional a la
concentracion de estos que haya presentes en la especie que se analice. Muestras con distinta
estructura atdbmica poseeran diferentes absorciones de radiacion IR.

El espectro infrarrojo (IR) posee longitudes de onda entre 1000 pm y 700 nm. Su frecuencia
oscila entre los 300 GHz y los 400 THz. Se divide en tres, infrarrojo cercano (750nm —

2500 nm), infrarrojo medio (2.5 uym — 10 wm ), e infrarrojo lejano (10 um — 1000 wm).

La mayoria de las moléculas absorben luz en el rango del infrarrojo medio. EI movimiento
vibracional de las moléculas causado por la absorcion de IR es complejo, pero puede ser
analizado como un determinado nimero de vibraciones, llamados modos normales de
vibracion. Solamente las vibraciones normales que producen una variacion en el momento
dipolar de la molécula seran activas en la espectroscopia infrarroja, es decir, podran absorber
la radiacion incidente. Debido a que la espectroscopia IR es Unicamente compatible con

especies quimicas que presentan enlaces, los atomos y iones monoatémicos no absorberan
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radiacion IR. De igual manera, las moléculas diatdbmicas homonucleares tampoco seran

compatibles con esta técnica.

Cuando una molécula absorbe radiacion infrarroja, sufre una transicién a un nivel de energia
vibracional més alto. Esta transicion sélo es posible cuando la energia de la radiacion que
incide en la molécula es igual a la diferencia de energia entre los niveles de energia
vibracionales. Por lo tanto, las dos condiciones necesarias para que ocurra absorcion en el
infrarrojo son la variacion del momento dipolar de la molécula durante la vibracion y la
incidencia de radiacion con energia correspondiente a la diferencia de los niveles
vibracionales. Un espectro infrarrojo mostrard bandas de absorcion a valores de energia
correspondientes a esas vibraciones.*® Cada uno de los grupos funcionales existentes presenta
una energia vibracional caracteristica al ser incidida por un haz infrarrojo, de esta manera si
un grupo hidroxilo (-OH) se encuentra en distintas moléculas su pico caracteristico en el
espectro IR sera el mismo. Este Gltimo comportamiento se repite con los deméas grupos
funcionales y, gracias a este comportamiento es que se ha podido estandarizar una tabla de
valores de Absorbancia o Transmitancia para cada grupo funcional mostrandose en la Figura
21.

Grupo Frecuencia (cm 1) Grupo Frecuencia (cm 1Y)
OH 3650-3200 C=C 2260-2100
—-NH, 3500-3300 >C=0 1790-1650
CH 3340-3250 =(C=N- 1725-1625
CH, 3095-3075 === [690-1635
CH, 2970-2870 C-F 1400-1000
CH, 2930-2860 C-Cl1 850-650
—SH 2600-2540 C—Br 700-600
C=N 2260-2240 C-1 600-500

Figura 21. Intervalos de frecuencia de grupos funcionales.

Los equipos modernos de espectroscopia IR operan bajo una nueva técnica, la espectroscopia
infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). Estos equipos

constan de una fuente de laser infrarrojo que incide un haz sobre la muestra a analizar, un
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fotodetector para cuantificar la cantidad de radiacion IR transmitida (transmitancia) o
absorbida (absorbancia) por la muestra. La sefial IR proveniente de haber incidido la muestra
pasa a un sistema de adquisicion de datos (DAQ) que realiza una conversion analdgica a
digital de la sefial sensada por el fotodetector. Mas adelante, la sefial ingresa a un
procesamiento digital de sefial en donde el software del equipo le realiza operaciones
matematicas como la Transformada de Fourier para lograr obtener finalmente el espectro IR
de la muestra analizada. En la Figura 22 se presenta un esquema general de un equipo de

espectroscopia FTIR.

1. Fuente 2- Interferémetro

| Interferograma

6. Espectro

4. Detector .

Figura 22. Funcionamiento de un equipo FTIR.

2.10.2 Espectroscopia Raman

Las técnicas espectroscdpicas son herramientas de gran utilidad para la caracterizacion de
biomateriales y la espectroscopia Raman no es la excepcidn. Esta nos permite recopilar
informacion cualitativa y cuantitativa por lo general, de cualquier material tanto organico
como inorganico. Una de las ventajas que ofrece esta técnica es su facilidad de empleo ya
gue no se requiere una preparacion previa de la muestra, ademas es una técnica no
destructiva. Su nombre se atribuye al cientifico descubridor del efecto Raman. El
fundamento de este efecto consiste en la dispersion inelastica de una porcion de luz incidente
en una muestra, la cual experimenta un cambio de frecuencia debido al intercambio de

energia con la materia.
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El procedimiento de medida consiste en incidir un haz de luz monocromatico, de una
determinada frecuencia sobre la muestra, provocando en mayor parte una dispersion eléstica
(dispersion de Rayleigh). No obstante, una porcion de la luz dispersada se comporta de
manera inelastica, la cual presenta una frecuencia distinta a la de la luz incidente. Estos
cambios de frecuencia son propios de la naturaleza fisico-quimica de cada material o muestra.
Los cambios de frecuencia manifestados se atribuyen a una interaccion entre los fotones
incidentes y las nubes electrdnicas de los &tomos de las moléculas de la muestra. Los fotones
incidentes excitan la muestra a otro estado, de esta manera la molécula al regresar al estado
original habrd emitido un foton. Cuando la interaccion es inelastica (perdido o ganado
energia), la molécula de la muestra no volvera al estado original, sino que se encontrara en
un estado distinto al inicial. Esta diferencia de energia entre estados es lo que causa los
cambios de frecuencia en los fotones emitidos, de esta manera existen tres tipos de casos de
dispersion de luz a nivel molecular en la espectroscopia Raman los cuales se detallan a

continuacion y en la Figura 23:

1. Dispersion Rayleigh: interaccion elastica, la frecuencia del foton incidente y
emitido es igual, por lo que no habra ninguna variacion energética. Esta dispersion
no proporciona informacion espectroscopica.

2. Dispersion Raman-Stokes: interaccion inelastica, la frecuencia del foton incidente
y emitido seran distintas debido a que se ha transferido energia a la molécula,
provocando que esta se encuentre en un estado energético superior al inicial.

3. Dispersién Raman Anti-Stokes: interaccion inelastica, la frecuencia del foton
incidente y emitido son distintas. Se transfiere energia al fotdn, provocando que

la molécula decaiga a un estado de menor energia que el inicial.
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Figura 23. Diferentes posibilidades de dispersion en la espectroscopia Raman.

La espectroscopia Raman es una representacion de la intensidad de luz dispersada frente al
numero de onda (reciproco de la longitud de onda). En la Figura 24, la banda central
observable corresponde a la dispersion de Rayleigh, la cual posee la misma frecuencia que
el foton incidente y una gran intensidad. De cada lado de la banda central, se localizan
simétricamente las bandas Raman-Stokes y Raman Anti-Stokes correspondientes a la

dispersion inelastica.
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Figura 24. Distribucion de las distintas sefiales en una espectroscopia Raman.
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2.10.3 Dispersion de luz dindmica (DLS)

Las propiedades fisico quimicas de cada nanomaterial determina especificamente su
comportamiento en el medio en el que se encuentre. La correcta caracterizacion de las
nanoparticulas nos permite obtener informacion relevante sobre la manera en que estas se
comportan en un medio, asi como su tamafo. Este ultimo es uno de los datos de mayor
importancia y es ahi en donde la técnica de Dispersion de Luz Dindmica (DLS, por sus siglas
en inglés) tiene el protagonismo. ElI DLS permite la cuantificacion del tamafio de particula

que se tenga en un medio, especificamente en una dispersion.

Las particulas contenidas en una muestra se encuentran en constante movimiento aleatorio
debido al choque que cada una de estas experimenta con las moléculas del solvente, este
fendmeno se conoce como Movimiento Browniano. Al hacer incidir un haz de luz sobre la
muestra, cada particula en movimiento causara una dispersion del haz y variaciones en su
intensidad con respecto al tiempo. Distintos comportamientos de las particulas como la
velocidad de difusién en el medio y el tipo de dispersion se deben especificamente al tamafio

que cada una de estas posee. Cuando el tamafio de la particula es menor a un décimo de la
. L. A , .. . ,
longitud de onda de la luz incidente < o la energia del haz incidente y el dispersado seran

iguales (Dispersion de Rayleigh o dispersion elastica).

En cambio, cuando el tamafio de la particula es mayor a un décimo de la longitud de onda de
la luz incidente > o la energia de la luz incidente y dispersada seran distintas (Dispersion

Mie o dispersion inelastica). En cuanto a la intensidad del haz, aquellas particulas de mayor
tamafio provocaran fluctuaciones mas lentas, mientras que aquellas de menor tamafio

causaran fluctuaciones més rapidas, como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Variacion de intensidad de luz dispersada dependiendo del tamafio de particula.

El principio de funcionamiento de la técnica DLS comienza al incidir un haz de luz laser
monocromatico a la dispersion que se desea analizar y, por medio de la deteccion de las
variaciones de intensidad de la luz dispersada, determinar el tamafio de las particulas
(diametro hidrodinamico). La Figura 26 muestra un esquema general del funcionamiento de
un equipo DLS.*! El equipo DLS mientras se encuentra detectando estas variaciones de
intensidad va desarrollando una correlacion para generar en el software interno una funcion
de correlacion. El equipo extrae de la funcion de correlacion una variable importante, el
coeficiente de difusién traslacional (D). Una vez determinado D, el software utiliza esta

variable en la ecuacion de Stokes-Einstein para calcular el didmetro de la particula:

kT
H = % (eC.3)

En donde: dy = diametro hidrodinamico, k = constante de Boltzmann's, T = temperatura,

n = viscosidad (solvente), D = coeficiente de difusion traslacional.
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Figura 26. Diagrama general del funcionamiento de un equipo DLS.

El comportamiento de la gréfica de correlacion generada por el equipo también es afectado
por el tamafio de las particulas en la dispersion. Aquellas particulas de mayor tamafio
presentaran un decaimiento en la correlacion en un mayor lapso de tiempo, mientras que las
de menor tamafio lo haran en un intervalo menor. La Figura 27 muestra la relacion entre el

decaimiento del correlograma y el tamarfio de las nanoparticulas.
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Figura 27. Comportamiento de la correlacién dependiendo del tamafio de particula.

En una solucion las particulas dispersadas pueden presentar dos comportamientos en cuanto
a su tamario, formar grupos heterogéneos o grupos homogéneos. Una dispersion heterogéenea
poseera poblaciones de particulas de distintos tamafios, mientras que, en una homogeénea la

mayoria de las poblaciones serdn semejantes en tamafio, incluso iguales. Este
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comportamiento sobre la distribucion del tamafio de las particulas en una muestra se conoce
como Indice de Polidispersidad (PI, por sus siglas en inglés). El valor numérico del P1 puede
variar desde 0.0 (muestras monodispersas con tamafios de particula completamente
homogéneos) hasta 1.0 (muestras polidispersas con diferentes tamafios de particula,
heterogéneo).*? De acuerdo a la normativa internacional 1SO 22412:2017 “Analisis de
tamafio de particula-Dispersion de luz dindmica DLS”, un valor de P1 <0.05 se considera una

muestra monodispersa, mientras que aquellas con valor >0.7 se consideran polidispersas.*!

El software interno del equipo DLS tras haber generado los graficos y funciones de
correlacion desplegara el tamafio de las particulas contenidas en la muestra. Estos tamafios
se mostraran por medio de una distribucion Gaussiana, en donde la parte superior de cada
cresta correspondera al promedio del tamafio cuantificado de cada poblacién de particulas,
como los mostrados en la Figura 28. De esta manera, muestras monodispersas presentaran

una Unica cresta de distribucion mientras que aquellas polidispersas poseeran mas de una.*
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Figura 28. Distribuciones de los tamafios de particula de Latex en distintos solventes.

2.10.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia ha sido una herramienta que ha permitido en gran manera el desarrollo y
avance de distintas areas de la ciencia. Los microscopios Opticos constan de una fuente
luminosa (espectro de luz visible) junto con un arreglo de lentes oculares que permiten la
observacién de la muestra analizada. Esta luz incide sobre la muestra y por medio de las
lentes es posible observarla, sin embargo, el poder de resolucion y tamafio de muestras que

es capaz de observar se encuentran limitados. En un microscopio de este tipo, no es posible
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observar aquellas muestras que se encuentren dentro de un tamafio inferior al de la longitud
de onda de la fuente luminosa incidente. Si se desea observar muestras cuyos tamafios estén
por debajo de la longitud de onda de la luz visible se requeriré otro tipo de fuente de radiacion
incidente. Es ahi donde la microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
es la técnica adecuada para observar este tipo de objetos. A diferencia de un microscopio
optico que utiliza un haz de luz visible, el SEM utiliza como radiacién incidente un haz de
electrones que posee una longitud de onda del orden de 10=* nm. El principio de
funcionamiento de un SEM es el siguiente: dentro de una cadmara de alto vacio
(2.5 X107° Pa, aprox.) se producen los electrones por medio del paso de una corriente
eléctrica a través de un catodo (por lo general, filamento de Tungsteno) los cuales seran
acelerados hacia un anodo utilizando una alta diferencia de potencial (15-100 kV). Una vez
que los electrones sean acelerados seran direccionados a lo largo de la camara de vacio con
lentes electromagnéticas (bobinas o solenoides), ademas de direccionar, el campo magnético
producido por estas bobinas también causard que el grosor del haz de electrones vaya
disminuyendo. Posteriormente, el haz incidira sobre la muestra en donde los electrones del
haz experimentaran distintos comportamientos debido a la interaccidn con la materia. Estos
distintos tipos de comportamiento son recopilados por medio de detectores los cuales
produciran una sefial analdgica que sera introducida a un procesamiento digital de sefial y,
de esta manera, generar una imagen de la muestra analizada.*® La Figura 29 muestra las partes
que conforman un microscopio SEM, mientras que la Figura 30 muestra los distintos tipos
de sefiales generadas al incidir el haz de electrones sobre la muestra. Como ejemplo, en la
Figura 31 se muestra una micrografia SEM de un nanocomposito polimérico reforzado con
Oxido de grafeno (GO).* A continuacion, se especifica cada uno de los tipos de electrones
resultantes después que el haz incide sobre la muestra:
o Electrones secundarios: producidos a 100 nm de profundidad de la muestra, nos
brindan informacion sobre la morfologia y topografia del material analizado.
e Electrones retrodifundidos (backscattered): nos brinda informacion sobre la
composicion quimica del material gracias a que la diferencia de contrastes esta

asociada a los diferentes pesos atdmicos.
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Figura 29. Esquema general del funcionamiento de un SEM.
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Figura 30. Distintos tipos de electrones producidos tras incidir el haz sobre la muestra.
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Figura 31. Micrografia SEM de nanocomposito polimérico reforzado con GO.

2.10.5 Anélisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) es una de las técnicas de
caracterizacion mas utilizadas en el area de estudio de los materiales, mayormente en los
polimeros. Esta técnica pertenece a los distintos métodos de analisis térmico existentes,
permite determinar la variacion de la masa de la muestra con respecto al cambio de
temperatura. Los resultados de este comportamiento son de gran relevancia debido a que se
puede determinar informacién importante sobre el material, tal como su estabilidad térmica.
Conocer estos resultados permite realizar una correcta eleccion del material que se requiera

utilizar para una aplicacion especifica.

Un equipo de TGA consta principalmente de una termobalanza, un portamuestra dentro de
una camara de atmdsfera ajustable y un ordenador. Previamente al anélisis, se debe conocer
los parametros a los que se desea realizar el analisis, tales como: temperatura, rampa de
calentamiento, atmdsfera (inerte u oxidante), entre otros. Un material polimérico al ser
calentado comenzaréa a perder masa a partir de cierta temperatura especifica. En la Figura 32
se muestra una representacion general de un termograma correspondiente a un TGA, en

donde Ti corresponde a la temperatura en donde se comienza a registrar la pérdida de masa
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de la muestra, mientras que Tf es la temperatura a la cual se alcanza la maxima pérdida de
masa. La muestra (A) al terminar el analisis se convertird en una muestra distinta (B), esto
debido a los cambios moleculares (pérdida de masa) que ocasiond el incremento de calor. Es

por ello que el TGA es una técnica de caracterizacion destructiva.*

Peso —-

B (sélido)

Temperatura ——

Figura 32. Representacion general del termograma de un material.

2.10.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las técnicas termoanaliticas han sido una herramienta fundamental para el estudio y
desarrollo de nuevos materiales. Por medio de ellas se puede extraer informacion relevante
sobre el comportamiento fisico-quimico y mecanico que experimentara el material analizado
a distintos cambios de temperatura. Con esta informacién se puede realizar una correcta
eleccion de qué materiales utilizar para aplicaciones especificas. La Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una técnica mas perteneciente al analisis
térmico. Gracias a ella podemos estudiar de qué manera ocurren variaciones en la entalpia
del material con respecto al cambio de temperatura, especificamente transiciones
termodinamicas de primer y segundo orden. Cada cambio fisico-quimico y mecanico que
manifieste la muestra en su estructura interna al calentarse, se vera reflejado en el termograma
generado por el equipo DSC. Estos cambios ocurren debido a la variacion en la Capacidad
Calorifica (Cp) que cada material experimenta al cambiar su entalpia. EI DSC es mayormente
utilizado en el estudio de los polimeros, esta técnica nos brinda informacion relevante sobre
estos materiales como: temperatura de transicion vitrea (Tg), temperatura de fusion (Tm),

temperatura de cristalizacion y temperatura de degradacion (Td).
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La Tg es aquella temperatura a partir de la cual el polimero pasa de un estado vitreo (rigido,
quebradizo) a un estado blando gomoso, esta solo ocurre en la porcion amorfa del polimero,
por lo que es exclusiva para aquellos que son amorfos y semicristalinos. La Tm se considera
la temperatura a la cual el polimero pasa de estado sélido a liquido. La temperatura a partir
en la que un material tiende a manifestar un cierto grado de ordenamiento en su estructura
(cristalinidad) se le conoce como temperatura de cristalizacion (Tc). En la Figura 33 se
aprecia una representacion general de un termograma DSC, la Tg (I) se observard como una
discontinuidad o descenso en la linea base, la Tm (Il) se representa como un pico
descendiente (fendmeno endotérmico), picos descendientes ensanchados (I11) representan
reacciones quimicas de descomposicion o disociacion que estan ocurriendo en el material.

Por otro lado, la Td (1V) se observa como un pico ascendente (fendmeno exotérmico).*

(Tw-T)

Temperatura del sistema (°C)

Figura 33. Representacion general de un termograma DSC de un polimero.

2.10.7 Ensayos de biocompatibilidad

Los ensayos de biocompatibilidad se realizan mediante técnicas para determinar el grado de
viabilidad celular que presentara un material al estar en contacto e interaccion con sistemas
biolégicos como bacterias, células, tejidos, érganos, animales, humanos. Existen dos campos
de ensayos de biocompatibilidad, ensayos in vitro y ensayos in vivo. Los ensayos bajo

condiciones in vitro se realizan en instrumentos de vidrio (cajas de Petri, placas de pocillos),
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los cuales contendran cultivos celulares expuestos a los materiales a evaluar. Este tipo de
ensayos proveen informacion répida y econdmica sobre la biocompatibilidad del material, a
diferencia de los ensayos in vivo donde se requiere la disposicion de un bioterio para
implantar los materiales dentro de animales y analizar su comportamiento dentro del

organismo.

La “citotoxicidad” es el grado de efecto toxico (muerte, alteracion de la permeabilidad de
membranas celulares, inhibicion enzimatica, entre otras) que provoca un material o sustancia
a nivel celular. Es diferente a los efectos fisicos que también pueden afectar al desarrollo y
adhesion celular (carga superficial del material, hidrofobicidad, hidrofilicidad, entre otras).
Por més de tres décadas se han utilizado cultivos celulares para lograr evaluar el grado de

citotoxicidad que posee un material.?°

De acuerdo a diversas normativas internacionales para la evaluacién de biomateriales como
la 1ISO 10993-1y la ASTM F567-13, los ensayos de citotoxicidad in vitro més utilizados se
clasifican como ensayos en “contacto directo”. En el desarrollo de este tipo de prueba se debe
previamente realizar un cultivo celular (linfocitos, fibroblastos, glébulos rojos o blancos,
entre otros) en una placa con su respectivo medio de cultivos a 37°C durante 24 horas.
Después, se introduce el material a evaluar dentro de la placa en contacto directo con el
cultivo y nuevamente se dejan a incubar a 37°C durante 24 horas. Una vez transcurrido el
periodo de incubacion se agrega una porcion de colorante para tincion histoldgica (azul
tripano, entre otros) y se realiza una visualizacion bajo microscopio. Si el material presenta
alta citotoxicidad habra causado alteracién en la permeabilidad de las membranas celulares
provocando que el colorante se introduzca dentro de las células y se tifien, bajo el
microscopio se observaran células tefiidas (muertas). Por otro lado, si el material presentd
baja citotoxicidad no habra causado alteracion en la permeabilidad de las membranas
celulares y, por lo tanto, las células no se habran tefiido lo que se concluye que el material
result6 apropiado para estar en contacto con sistemas bioldgicos.?*? La Figura 34 presenta

un ensayo de viabilidad celular realizado en cultivos de fibroblastos en placas de pocillos.
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Figura 34. Imagen de un ensayo de citotoxicidad llevado a cabo en placa de pocillos.

Los ensayos de pruebas hemoliticas son otro tipo de prueba de viabilidad celular que se
realiza a aquellos biomateriales que en su aplicacion final estardn en contacto con sangre.
Consiste en cuantificar la concentracién de hemoglobina de una muestra de glébulos rojos
antes y después de permanecer en contacto con el material a evaluar. El cociente de estas dos
concentraciones se conoce como ‘“‘indice hemolitico”. De acuerdo a la normativa
internacional ASTM F567-13 para que un biomaterial sea considerado biocompatible debe

(134

presentar un “indice hemolitico” menor a 2.2

2.11 Ensayos Mecanicos de Tension

Los distintos tipos de biomateriales (poliméricos, ceramicos, metalicos, compositos,
nanocompositos) poseen propiedades fisico quimicas distintas que los diferencian a cada uno
de ellos. Asimismo, las propiedades mecanicas no son la excepcion. Conocer este Ultimo tipo
de propiedades permitira realizar una correcta eleccion de materiales para la aplicacion que
se pretenda desarrollar. Los ensayos de tension permiten estudiar el comportamiento
mecanico de un material al ser sometido a cargas axiales, es decir, se cuantifica la
deformacion del material a distintos esfuerzos conocidos. Este tipo de ensayos se estudian

mediante los graficos de Esfuerzo-Deformacion como el mostrado en la Figura 35.
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Figura 35. Grafico general Esfuerzo-Deformacién de un material.

Un gréafico de esfuerzo-deformacion posee distintas secciones con comportamientos
particulares. El eje “x” se representa mediante la letra griega épsilon “¢”, es la deformacion
que experimenta el material y sus unidades son “mm/mm”. Por otro lado, el esfuerzo aplicado
al material corresponde al eje “y” representandose con la letra griega sigma “c”, sus unidades
son N/mm? o MPa. Cuando un material es sometido a una carga axial experimentara
diferentes comportamientos en su grafico esfuerzo-deformacion; la zona elastica corresponde
a la zona en la que el material puede recuperar su forma inicial si se interrumpe la aplicacion
del esfuerzo, el limite el&stico es el valor méximo de la zona eléstica, es decir, el méximo
valor en el cual el material pueda recuperar su forma inicial en dado caso que se interrumpa
la aplicacién de la carga. Una vez que se supera la “region plastica” comienza la zona de
fluencia, en donde el material sufrird deformaciones sin la necesidad de que el esfuerzo
aplicado aumente, esto se debe a las dislocaciones que ocurren a nivel molecular. Sin
embargo, cuando se sobrepasa la zona de fluencia comienza la “zona plastica”, la cual
corresponde a la porcion en donde el material experimentara deformaciones permanentes y,
para que estas ocurran se requiere una mayor aplicacion de carga o esfuerzo. Al punto
maximo de esta zona se conoce como “Resistencia a la traccion” y es el valor maximo de
esfuerzo que es capaz de soportar un material en su zona pléstica. Por Gltimo, la “zona de
ruptura” es el valor de esfuerzo en el cual el material se rompe, su valor serd menor al de la

“resistencia a la traccion”.?>*

40



Las variables que representan el comportamiento mecanico de un material se obtienen por

medio de las siguientes ecuaciones:
N

mm?2

., -1
):0 = AF—O, Deformacion (%): €= TO (ec.4)

Esfuerzo (

En donde F es la fuerza axial aplicada, Ao es el area transversal de la muestra, | es el cambio
en la longitud del material mientras que, locorresponde a longitud inicial de la muestra. Existe
una relacion entre el esfuerzo (o) y la deformacién del material (¢)), siendo una de las
propiedades mas importantes que es posible determinar por medio de este tipo de ensayos; el
Modulo de Elasticidad o Mddulo de Young. EI Médulo de Elasticidad es una medida del
grado de rigidez de un material y esta relacionado con la energia de enlaces de sus atomos.
Este valor corresponde a la pendiente de la porcion grafica de la zona elastica, se representa

con la letra “E” y se calcula de la siguiente manera:

Moédulo de Young: E = % (ec.b)

Los ensayos de tension se llevan a cabo en un equipo que consta de varias partes: mordazas
para sujetar la muestra de material a analizar, motores que generan un desplazamiento en las
mordazas provocando una carga axial en el material, la fuerza aplicada se sensa mediante
una celda de carga, tarjeta controladora y un equipo de computo para la adquisicion de datos
registrados. La Figura 36 muestra una representacion de un equipo utilizado para ensayos de
traccion.
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Figura 36. Equipo de ensayos de traccion.
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2.12 Technology Readiness Level (TRL)

El nivel de madurez tecnologica (TRL, por sus siglas en inglés) es una ponderacion
desarrollada en la década de los 1970s por la Administracion Nacional de Aeronautica y del
Espacio (NASA) con la finalidad de cuantificar el nivel o grado de madurez en el que se
encuentra la tecnologia que desarrollaban dentro de la agencia espacial. Sin embargo, hoy en
dia el concepto TRL no es exclusivo del sector aeroespacial, distintas disciplinas del area de
desarrollo tecnolégico han acufiado este concepto con el mismo propdsito, identificar el
grado de madurez de la tecnologia que se encuentran desarrollando.*¢#® La escala TRL
consta de 9 niveles, siendo el nivel 1 el de menor valor y el 9 el ultimo nivel, tal como se

muestra en la Tabla 1.

Idea y principios basicos
observados y reportados

(concepcion de la idea) Investigacion;
Concepto, idea o aplicacion Prueba de concepto
TRL 2 tecnoldgica formulada
TRL 3 Prueba del concepto o idea
Validacion de los componentes
TRL 4 del concepto o id_ea a nivel "
laboratorio Prototipo;
Validacion de los componentes
TRL 5 del concepto o idea en un Desar,ro-llo.
entorno relevante tecnologico;
Modelo de sistema y validacion Entorno de
TRL 6 de este en un entorno relevante sl

Demostracién y/o validacion del
sistema o prototipo en un

TRL7
entorno real
Sistema completado y Producto o modelo

certificado mediante pruebas y comercializable;

TRL 8 . :
demostraciones -
] ] Certificaciones;

Sistema probado exitosamente

TRL 9 en un entorno real Entorno real

Tabla 1. Niveles de madurez tecnoldgica TRL.
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3. METODOLOGIA

3.1 Equipo y materiales utilizados
Materiales y reactivos

Carrete de filamento de PLA transparente.
Viales de cristal.
Vasos de precipitado.
Embudo Buchner.
Papel filtro.
Parafilm.

Agitador magnético.
Cloroformo.

Acido sulfurico.
Acido Nitrico.

Acido Clorhidrico.
Tolueno.

Ferroceno.

Reactivo Drabkins.
Agua desionizada.

Equipos

Horno Thermo Scientific Lindberg Blue M.

Bomba peristaltica Spetec Perimax.

Nebulizador Agilent Technologies One Neb.

Impresora 3D Anet ET4.

Impresora 3D Creality Ender 3 V2.

Secador de filamentos marca eSUN modelo eBOX Lite.
Extrusora Filabot EX2.

Trituradora Nutribullet.

Equipo de ensayos de traccion con celda de carga Nidec FG-3005.
Parrilla magnética calefactable.

Balanza analitica eAdam.

Bafo ultrasonico Branson.

Micropipeta.

Calibrador vernier Husky.

Espectroscopio FTIR Shimadzu IR Spirit.

Espectrofotémetro Shimadzu UV 2700

Espectroscopio Raman Thermo Scientific DXR Smart Raman.
Termobalanza TA Instruments SDT 2960.

Equipo de Dispersion de Luz Dindmica Anton Para Litesizer 500 Particle Analyzer.
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e Microscopio electronico de barrido JEOL JSM-7800F.
e Microscopio electronico de barrido TESCAN VEGAS.
e Microscopio de fuerza atbmica Nanosurf Easy Scan.

La elaboracion del nanocomposito polimérico de PLA reforzado con nanotubos de carbono
multipared (PLA/MWCNT5) se llevo a cabo en varias fases, la primera consistio en la sintesis
de los MWCNT, en la segunda etapa se les realizo a los nanotubos un proceso de
funcionalizacion mediante un tratamiento oxidativo. Durante la tercera etapa se incorporaron
los MWCNT dentro de la matriz de PLA. La cuarta etapa consistié en el moldeo del
nanocomposito y durante la quinta etapa se utiliz6 el material desarrollado para imprimir en
3D el tornillo para osteosintesis. Simultaneamente al desarrollo de cada etapa se fueron
realizando distintas caracterizaciones a los materiales que se fueron obteniendo, finalmente,

los ensayos de biocompatibilidad y pruebas mecénicas de traccion.

3.2 Sintesis de nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT)

Los nanotubos de carbono de pared multiple utilizados en este proyecto se sintetizaron por
el método de nebulizacidn pirolitica (“spray pirolisis”).* Se prepard una solucion precursora
de Tolueno/Ferroceno a una concentracion de 0.1 M. Se ingreso la solucion al tubo de cuarzo
ubicado bajo una atmdsfera inerte dentro del horno a 850 °C ThermoFisher Lindberg BlueM
con apoyo de un equipo de nebulizacion marca Agilent Technologies One Neb y una bomba
peristaltica Spetec Perimax con un flujo de 10 ml/h durante 30 minutos (Figura 37). Una vez
culminado el tiempo de sintesis se extrajeron los nanotubos obtenidos del tubo de cuarzo y
se almacenaron en un vial de cristal (Figura 38). Los nanotubos obtenidos del proceso de

sintesis se denominaron MWCNT.
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de cuarzo

Figura 37. Sistema de sintesis de MWCNT.

| R

Figura 38. MWCNT sintetizados.

3.3 Funcionalizacion de MWCNT

Los nanotubos de carbono pueden tener una adecuada incorporacion con la matriz polimérica
modificando su superficie mediante un tratamiento de funcionalizacion, es por ello que se
realizé un tratamiento oxidativo mediante ultrasonido para lograr afiadir &cidos carboxilicos
(COOH) a la superficie de los MWCNT.*® Se preparé una mezcla de H,S0, y HNO3 en una
relacion de 3:1 respectivamente y se afiadio a los nanotubos en una proporcion de 10 ml/100
mg. Posteriormente, se dejaron en bafio ultrasénico durante 5 horas, una vez transcurrido el
tiempo mencionado se secaron por gravedad con apoyo de un filtro de fibra de vidrio,
embudo Buchner y un vaso de precipitado. Después, se afiadié a los nanotubos secados 10
ml de HCI al 1 M para volver a dejarlos en bafio ultrasénico durante 30 minutos. Una vez
transcurrido ese tiempo se diluyeron los nanotubos en 500 ml de agua desionizada, se

volvieron a filtrar y, finalmente, se secaron a 70 °C en una parrilla durante tres dias. Los
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nanotubos de carbono resultantes del tratamiento de funcionalizacion se denominaron
MWCNT: y se muestran en la seccion (b) de la Figura 39. La representacion grafica de las
estructuras de los nanotubos funcionalizados se muestra en la Figura 40.

Figura 39. MWCNT bajo funcionalizacion en US a), y una vez terminado el proceso b).

Figura 40. Representacion de nanotubos funcionalizados (MWCNT5).

3.4 Desarrollo del nanocomposito PLA/MWCNT+

El nanocomposito de acido polilactico con nanotubos de carbono de pared mdaltiple
(PLA/MWCNT) se sintetizd mediante el método “solution blending” o mezclado en
solucion. La proporcion de MWCNT¢ utilizada como refuerzo respecto a la matriz polimérica
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de PLA fue de 0.5 wt%. Primeramente, se realizé una dispersion de PLA en cloroformo en
una proporcion de 100 mg/ml mediante agitacion magnética durante 24 hrs. Similarmente,
se realiz6 una dispersion de MWCNT;¢ en cloroformo con una proporcion de 5 mg/ml en bafio
ultrasonico durante 1 hora. Una vez teniendo ambas dispersiones homogéneas (Figura 41),
se procedi6 a agregar la dispersion de MWCNT¢/Cloroformo en la de PLA/Cloroformo para
dejar en agitacion durante 24 hrs y, mas adelante, se dejé secando la mezcla de dispersiones
en una parrilla de calentamiento a 50 °C durante dos dias (Figura 42). EI material
nanocomposito obtenido se denomind PLA/MWCNT;y se muestra en la Figura 43. Por otro
lado, se propone mediante la Figura 44 que el tipo de interaccién entre los nanotubos de
carbono funcionalizados (MWCNT5) con la matriz polimérica de PLA es mediante puentes

de Hidrégeno entre los grupos funcionales (hidroxilos, carbonilos) presentes en ambos

i

e il

, I

materiales.

Figura 41. a) PLA disperso en cloroformo, b) MWCNT; dispersos en cloroformo.
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Figura 42. Dispersion de PLA/MWCNT;:antes (a) y durante el secado (b).
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A —

Figura 44. Interacciones entre el PLA y los MWCNT?+.

3.5 Moldeo del nanocomposito

Las peliculas de nanocomposito PLA/MWCNT: se sometieron a distintos procesos de
moldeo para ser utilizadas en una presentacion y dimensiones compatibles con las técnicas
de manufactura. Se trituraron las peliculas sintetizadas en una licuadora Nutribullet para
obtener el PLA/MWCNT;¢ pelletizado en dimensiones aceptables por el proceso de extrusion,

el producto del proceso de trituracion se muestra en la Figura 45.
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Figura 45. PLA/IMWCNT: triturado.

El segundo proceso de moldeo realizado al nanocomposito PLA/MWCNT  fue la extrusion.
Se ingresaron aproximadamente 30 gr del material triturado dentro de la tolva de una
extrusora marca Filabot EX2 a una temperatura de 170 °C con una boquilla de salida de 1.75
mm de diametro. El proceso tuvo una duracion de alrededor de 12 minutos y se obtuvieron
aproximadamente 9 metros de filamento PLA/MWCNT; con un diametro de 1.75 mm, cuya
dimension es la estandar en la impresion 3D. La Figura 46 muestra el equipo de extrusion

utilizado, su configuracion, el ingreso del material, asi como su funcionamiento.

RATURE MAIN
EXTRUDE 'EBNTROLER  POWER

Figura 46. a) Extrusora Filabot EX2, b) Tolva sin material, ¢) Tolva con material PLA/MWCNT,
d) Configuracion del equipo.
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3.6 Disefio 3D del tornillo ortopédico

El dispositivo médico disefiado y fabricado en este proyecto fue un implante ortopédico,
especificamente un tornillo para osteosintesis. Se disefi6 con apoyo del programa FreeCAD,
el cual es un software de acceso libre “open source”. El disefio es de dimensiones semejantes
a los modelos que actualmente comercializan diversos fabricantes por ejemplo,
“DePuySynthes”, “Johnson&Johnson”, entre otros. El tornillo posee un diametro de 6 mm
en su esparrago con un chaflan de 1 mm en la punta, la rosca posee un paso de 1 mm, la
cabeza hexagonal exterior es de 9 mm y la interior de 5 mm. La Figura 47 muestra los planos

del disefio realizado con sus respectivas cotas dimensionales.

wuw QT

5mm

9 mm

6 mm

Figura 47. Planos 2D del tornillo de osteosintesis disefiado.

3.7 Ensayos de biocompatibilidad

Para la evaluacion de la biocompatibilidad de los materiales desarrollados realizé una prueba
de hemolisis basada en la normativa internacional ASTM F756-13, la cual se clasifica como
una prueba de contacto directo.?® Este tipo de ensayos consiste en evaluar la viabilidad celular
de los eritrocitos al estar en contacto con el material a evaluar siendo el porcentaje hemolitico
el principal indicador de la viabilidad, entre mayor sea la muerte celular de los eritrocitos

mayor sera la concentracion presente de hemoglobina en la muestra. Un valor del porcentaje
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hemolitico por debajo de 5 es considerado un material con bajas propiedades hemoliticas

mientras que por encima de 5 se considera altamente hemolitico.?

3.7.1 Determinacion de la Hemoglobina total en plasmay en sangre

Primeramente, se extrajo una muestra sanguinea humana (10 ml) de un donador voluntario y
se almacend a 4 °C de refrigeracion en tubos con anticoagulante de citrato. Se prepar6 una
curva de calibracion de hemoglobina con 4 diluciones con concentraciones entre los rangos
de 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 sangre en buffer donde el eje “y” corresponde a la concentracion
de hemoglobina (mg/ml) y el eje “x” a su absorbancia a 540 nm (Asa4o). La pendiente del
gréafico resultante se conoce como coeficiente de calibracion (F). La Figura 48 muestra la
muestra de sangre extraida asi como las diluciones realizadas de esta en PBS.

— R ¥i

Figura 48. a) Diluciones de muestra sanguinea, b) Muestra sanguinea extraida.

Posteriormente, se centrifugaron 3 ml de la muestra sanguinea a 700-800 G durante 15
minutos y se prepar6 una solucién 1:1 entre el plasma resultante y el reactivo Drabkin, una
vez transcurridos 15 minutos se registro la absorbancia a 540 nm (APFM). La concentracion
de hemoglobina libre en plasma (PFH, por sus siglas en inglés) se obtiene mediante la
siguiente ecuacion:

PFH = (APFHY(F)(2) (ec.6)

Mas adelante, se afiadieron 20 ul de sangre total extraida a 5 ml del reactivo Drabkin

dejandose reposar durante 15 minutos y una vez transcurrido el tiempo mencionado se midio
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su absorbancia a 540 nm (AC). La concentracion total de hemoglobina en sangre (C) se
determina utilizando la siguiente ecuacion:
C = (A9 (F)(251) (ec.7)

3.7.2 Procedimiento del ensayo de hemdlisis

El ensayo de hemolisis al ser una prueba de biocompatibilidad de tipo contacto directo
requiere que la morfologia del material a evaluar se encuentre en la presentacion final en la
que se pretende utilizar como aplicacion final. Es por ello que los materiales desarrollados
en este proyecto (PLA'y PLA/MWCNT5) se evaluaron en su presentacion final como tornillos

ortopédicos impresos en 3D.

Primeramente, se afiadieron 7 ml de PBS a los viales en donde se desarroll6 el ensayo
hemolitico y después se agregd 1 ml de la muestra sanguinea a cada uno de los recipientes.
Maés tarde, se esterilizaron e introdujeron un tornillo de cada material (PLA y
PLA/MWCNTy) por triplicado en los viales previamente preparados. Los viales que
contienen los tornillos evaluados fabricados en PLA se denominaron como “TP” y aquellos
con tornillos fabricados en PLA/MWCNT; se les asignd las letras “TPN”. Similarmente, el
vial que fungié como blanco se denomino “Sangre”. La Figura 49 muestra los viales con las

muestras preparadas, asi como el momento en el que se introdujeron los materiales a evaluar.

Figura 49. a) Tornillos de PLA y PLA/IMWCNTT siendo agregados a las muestras sanguineas, b)
Muestras listas para su incubacion.
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Se dejaron las muestras en bafio Maria a 37 °C durante 3 horas, cada 30 minutos se invirtieron
los tubos con el propo6sito de que la muestra sanguinea tenga un mejor contacto con la muestra
a evaluar (tornillo). Una vez transcurrido el tiempo mencionado se transfirio el fluido de cada
vial a nuevos tubos y se centrifugaron a 700-800 G durante 15 min. Se afiadi6 1 ml del
supernadante a un nuevo vial junto con 1 ml del reactivo Drabkin dejandose en reposo
durante 15 minutos y, posteriormente se midio la absorbancia de cada muestra a 540 nm (AS).
La concentracion de hemoglobina del supernadante del material a evaluar se determina por

la siguiente ecuacion:

S =(A%(F)(2) (ec.8)

Similarmente, la concentracion de hemoglobina de la muestra blanco se calcula utilizando la
ecuacion siguiente:
B = (A%)(F)(2) (ec.9)

Por otro lado, el porcentaje de hemolisis o indice hemolitico fue determinado haciendo uso

de la siguiente formula:

concentracién hemoglobina en supernadante

%hemolisis = X100  (ec.10)

concentraciéon total de hemoglobina

3.8 Impresién 3D

El proceso de impresion 3D se llevo a cabo utilizando dos impresoras FDM, una Anet ET4
y una Creality Ender3 V2, ambas impresoras poseen un sistema de extrusion tipo Bowden.
Primeramente, una vez que se obtuvo el filamento de nanocomposito PLA/MWCNT¢ con
diametro de 1.75 mm, fue ingresado dentro de la primera impresora mencionada a una
temperatura de 220 °C para comprobar que el material pueda ser fundido y fluya sin ningun
inconveniente a través del extrusor de la impresora. Después, se realizaron varias impresiones
del disefio 3D del tornillo disefiado en filamento de PLA transparente en la impresora Anet
y en la Ender3. El filamento PLA/MWCNT;: fue utilizado en la impresora Ender3 para
imprimir el disefio realizado. Los filamentos tanto de PLA como de PLA/MWCNT¢ fueron

previamente secados a 50 °C en un equipo secador de filamento eSUN durante 3 horas. De
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esta manera, se obtuvieron 6 tornillos impresos de cada material, tanto de PLA comercial
como del nanocomposito PLA/MWCNT;+. Los filamentos utilizados siempre estuvieron
dentro del equipo eSUN durante el lapso de impresién gracias a que el equipo de secado
posee un conducto por el cual fue transportado el material hasta el interior del conducto de
la impresora, de esta manera se evitd exponerlos a la humedad del ambiente. La Figura 50
muestra ambos equipos realizando la impresion del disefio. Los parametros de configuracion
que se programaron en el software Ultimaker Cura 4.6 para utilizarse en la impresion de los
tornillos en los dos materiales se muestran en la Tabla 2. Con apoyo de un vernier digital
marca Husky se comprobd que las dimensiones de la pieza impresa coincidan con las

establecidas en el disefio 3D.

Equipo de = Impresora
secado 3 "Ender3

Figura 50. Equipo de secado de filamento (izquierda) e impresora 3D Ender3 (derecha).

Material Temp. de Temp.de Velocidad de Alturade  Relleno
(filamento) extrusor cama impresion  capa (mm) (%)

(°C) caliente (mml/s)

(°C)
PLA 215 60 50 0.1

PLA/MWCNT; 220 60 50 0.1

Tabla 2. Parametros de configuracion utilizados en la impresion 3D.
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4. RESULTADOS

A continuacion, se discutiran los resultados obtenidos en este proyecto iniciando con los que
se obtuvieron por medio de técnicas de caracterizacion. Posteriormente, los resultados
obtenidos a partir de técnicas de moldeo y manufactura aditiva de los materiales PLA y
PLA/MWCNT; y, finalmente, la fabricacion de la pieza médica (tornillo de osteosintesis).
Los materiales utilizados (PLA, MWCNT, MWCNTs, PLA/MWCNTj¥) fueron estudiados
mediante las siguientes técnicas de caracterizacion: espectroscopia infrarroja (FTIR),
espectroscopia Raman, dispersion de luz dinamica (DLS), analisis termogravimétrico (TGA),
calorimetria diferencial de barrido (DSC), ensayos mecanicos de traccidn, microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia de fuerza atémica (AFM) y ensayos de
biocompatibilidad (hemolisis). Ademas de las discusiones realizadas a los resultados de las
caracterizaciones, se discuten los resultados obtenidos en las técnicas de moldeo y de

manufactura aditiva (impresién 3D).

4.1 Espectroscopia FTIR

La espectroscopia Infrarroja se llevé a cabo en un equipo Shimadzu IR Spirit el cual permitid
determinar la naturaleza quimica de los materiales utilizados y sintetizados. Por medio de
esta técnica se comprobd la presencia de grupos funcionales caracteristicos del Acido
Poliléctico y enlaces carbono-carbono en la estructura de los nanotubos. De igual manera, se
identificaron los grupos funcionales presentes en el nanocomposito PLA/MWCNT;:. Se
confirmo que el Acido Polilactico posee en su estructura quimica grupos carboxilos (COOH),
hidroxilos (OH) y ésteres (COOQ). En la Figura 51, el espectro a) muestra el espectro infrarrojo
del PLA utilizado, los grupos carbonilo (C=0) correspondientes a los acidos carboxilicos
presentes en la estructura se localizan en el valor de 1747 cm, los enlaces C-O corresponden
a los grupos éster presentes en la cadena del polimero mencionado y se ubican en 1181 cm”
!, Adicionalmente, el grupo hidroxilo de los acidos carboxilicos se localiza en 3142 cm™,
mientras que los enlace C-H pertenecientes al grupo metilo de la estructura del PLA se ubica
en 2998 cm™.
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El espectro de los nanotubos de carbono pristinos sintetizados (MWCNT) se ubica en el
cuadrante c). Los enlaces C=C sp? de la estructura carbonacea de los nanotubos se localizan
en 1531 cm? y en 2925 cm™? se detectaron enlaces C-H. El cuadrante d) nos presenta el
espectro de los nanotubos funcionalizados (MWCNT¥) en donde fueron sometidos a un
tratamiento oxidativo para incorporar acidos carboxilicos sobre su estructura. Los enlaces
C=C sp? y C-H pertenecientes a la estructura del nanotubo se localizan al igual que los
MWCNT, en 1531 cm™ y 2925 cm™ respectivamente. Por otro lado, los grupos carboxilo
(C=0) e hidroxilo (OH) correspondientes a los acidos carboxilicos afiadidos se detectaron
ligeramente en 1731 cm™ y 3040 cm™ respectivamente. De esta manera, se obtiene el espectro
b), es decir, el espectro del nanocomposito PLA/MWCNT5. Este dltimo, posee una similitud
al espectro del PLA debido a que la proporcién de nanotubos afiadidos a la matriz es bastante

pequefia (0.5 wt%), lo que vuelve casi imperceptible la deteccién de los MWCNT dentro del

PLA por parte del equipo FTIR.
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Figura 51. Espectros FTIR de a) PLA, b) PLA/IMWCNT¢, ¢) MWCNT y d) MWCNT?+.
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4.2 Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman fue llevada a cabo en un equipo Thermo Scientific DXR Smart
Raman para el estudio de los materiales utilizados, el acido polilactico (PLA), nanotubos de
carbono de pared multiple pristinos (MWCNT) y funcionalizados (MWCNT5), asi como el
nanocomposito PLA/MWCNT:. Este tipo de técnica de caracterizacion genera un espectro
caracteristico para cada material debido al arreglo en las estructuras atdbmicas de cada uno de
ellos. En el caso de los nanotubos de carbono, estos presentan dos bandas caracteristicas muy
conocidas, la banda D y la G, cada una de ellas se localiza en un valor de 1300 cm™ y 1600
cm? respectivamente. En cuanto a la banda D, recibe este nombre del inglés “desorden”,
mientras que la banda G se relaciona con el grado de “grafitizacion”. La relacion de
amplitudes entre la banda D y G (D/G) nos da un indicio del nivel de defectos y desorden
presente en los nanotubos, cuando ambas bandas presentan amplitudes similares el nivel de
defectos sera mayor, mientras que, al haber amplitudes distintas, el nivel de desorden sera
menor. En la Figura 52 se muestran dos espectros Raman correspondientes a los nanotubos
de carbono pristinos (a) y funcionalizados (b). En el espectro a) las amplitudes de la banda
D y G son similares mientras que en el espectro b) la banda D posee una amplitud mayor a
la G. De esta manera, se deduce que los nanotubos de carbono pristinos (sin funcionalizar)
poseen un grado de desorden y defectos mayor que los que si fueron sometidos al tratamiento

oxidativo de funcionalizacion.
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Figura 52. Espectros Raman de a) MWCNT y b) MWCNT?+.
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El Acido Polilactico (PLA) posee distintos picos caracteristicos en su espectro Raman, la
Figura 53 muestra tres espectros en donde el a) corresponde al PLA, el b) a los MWCNT;y
el ¢) al nanocomposito sintetizado PLA/MWCNT;. Algunos de los picos més sobresalientes
del PLA se encuentran aproximadamente a 800 cm™, 1400 cm™, 1750 cm™, 2900 cm™. Por
otro lado, el espectro b) nos muestra los picos caracteristicos de los nanotubos
funcionalizados, las bandas D y G ubicadas en los valores previamente mencionados. Sin
embargo, el comportamiento de un material nanocomposito estudiado bajo la espectroscopia
Raman es bastante particular, su espectro sera la suma de los espectros de los materiales que
lo conforman (matriz y nanorefuerzo). De esta manera el nanocomposito de PLA/MWCNTf
desarrollado en este proyecto manifestdo el comportamiento mencionado. EIl espectro c)
PLA/MWCNTT es la suma del espectro a) PLA y del b) MWCNTT, no obstante, se registra
un nuevo pico aproximadamente en 2650 cm™. Este Gltimo pico generado se propone que
corresponde a la interaccion generada entre las cadenas poliméricas del PLA con la estructura
de los MWCNTy.
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Figura 53. Espectros Raman de a) PLA, b) MWCNTy, ¢) PLA-MWCNT?.
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4.3 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

El material nanocomposito desarrollado en el presente proyecto fue a partir del método
mezclado en solucién o “solution blending”. En este tipo de técnica los materiales a utilizar
deben encontrarse dispersos en un solvente, siendo en el caso del presente proyecto
dispersiones en cloroformo. Cuando un material se encuentra en dispersion en un solvente,
las moléculas del material estaran agrupadas de manera que formen distintas poblaciones con
alguna de sus dimensiones dentro o cercanas a la nanoescala (0 a 100 nm). El filamento de
nanocomposito PLA/MWCNT;¢ en estado solido se estima que sus cadenas poliméricas de
PLA se encuentren estiradas y, similarmente, los nanotubos de carbono (MWCNT}#) estaran
de la misma manera formando interacciones con las cadenas de PLA. Por otro lado, el
PLA/MWCNT;: en su forma dispersa, las cadenas poliméricas juntos con los nanotubos de
carbono presentan una tendencia hacia la formacion de complejos con morfologia semi
esférica. La Figura 54 muestra una representacion grafica de la manera en que se propone

que se encuentra el nanocomposito en estado sélido y en dispersion.

Filament Nanocomposite Nanocomposite

Dispersion

Figura 54. Representacion gréfica del PLA/MWCNT; en estado sélido a) y en dispersion b).

Las dispersiones en cloroformo de acido polilactico (PLA), nanotubos de carbono
funcionalizados (MWCNT5) y nanocomposito (PLA/MWCNTj) fueron estudiados mediante
la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) con apoyo de un equipo Anton Paar Particle
Analyzer Litesizer 500 DLS.
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Para poder realizar estas mediciones se preparon tres dispersiones de cada uno de los tres
materiales (PLA, MWCNT¢, PLA/MWCNTYf) a una concentracion de 0.01 % en cloroformo.
Las dispersiones de PLA manifestaron un comportamiento polidisperso, es decir, se
detectaron dos grupos poblacionales (crestas) con diferentes tamafios de particula en cada
una de las muestras. El primer grupo de distribuciones registré un tamafio de particula de 203
nmy 206 nm, mientras que el segundo grupo fue entre 1549 nmy 1793 nm como se muestra
en la Figura 55.
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Figura 55. DLS de tres dispersiones iguales de PLA en cloroformo.

Las tres dispersiones de nanotubos de carbono funcionalizados (MWCNT5) realizadas en
cloroformo presentaron un solo grupo de amplitudes las cuales registraron los siguientes
tamanos de particula: 488 nm, 498 nm y 501 nm. Estos valores, al ser mayores que el primer
grupo de amplitudes del PLA de la Figura 55, manifiesta que los MWCNT; tienden a formar
complejos de mayor tamafio que las primeras amplitudes del PLA, pero menores a las
segundas. De esta manera, la Figura 56 muestra los graficos obtenidos para cada una de las

muestras de nanotubos en dispersion.
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Figura 56. DLS de tres dispersiones iguales de MWCNT:en cloroformo.

Por otro lado, el nanocomposito PLA/MWCNT; presento6 un solo grupo de distribuciones con
valores incluso menores a la dispersion de nanotubos de carbono, pero mayores al primer
grupo de distribuciones del PLA. Los valores registrados del nanocomposito fueron 340 nm,
357 nmy 360 nm. Debido a este comportamiento de tamarfios de amplitudes, se propone que
los MWCNT;: en dispersion interaccionan con el primer grupo de distribuciones del PLA
disperso para dar formacion a la dispersion nanocompuesta de PLA/MWCNT mostrada en
la Figura 57. Adicionalmente, la Figura 58 exhibe la comparacion entre las distribuciones de
una muestra de cada una de las dispersiones realizadas (PLA, MWCNTsy PLA/MWCNTYy),
mientras que la Tabla 3 muestra la media de las distribuciones de tamafios de particula, asi

como sus respectivos didmetros hidrodindmicos e indices de polidispersidad.
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Figura 57. DLS de tres dispersiones iguales de PLA/MWCNT; en cloroformo.
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Figura 58. DLS de los tres materiales utilizados.

Material Particle diameter Hydrodynamic Polydispersity index
(nm) diameter (%)
PLA 205 422.42 22
MWCNT; 49 533.06 1
PLA/MWCNT; 353 460.95 21

Tabla 3. Medias de las distintas mediciones de DLS de los tres materiales empleados.

4.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) realizado en el presente proyecto se llevo a cabo en un
equipo TA Instruments SDT 2960, las muestras de nanotubos de carbono pristinos
(MWCNT) y funcionalizados (MWCNT}5) fueron analizadas bajo una atmosfera inerte de
Nitrogeno, mientras que, los materiales de PLA y nanocomposito PLA/MWCNT; se
estudiaron bajo una atmosfera de aire. La Figura 59 muestra el termograma registrado de los
MWCNT en color violeta y los MWCNT¢ en color negro, estos ultimos manifestaron una
pronta pérdida de peso de aproximadamente 3.30 % a partir de los 115 °C, este
comportamiento se le atribuye a los grupos funcionales adicionados a la estructura del
nanotubo. La pérdida de peso total que experimentaron los MWCNT; fue de 16 % a 800 °C
(temperatura final del andlisis). Por otro lado, los MWCNT registraron su primera
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disminucion de peso de 2.78 % a partir de los 640 °C, esta alta estabilidad térmica observada
se atribuye a que las estructuras de los nanotubos no se encuentran modificadas ni presentan
grupos funcionales adheridos. Estos MWCNT manifestaron una pérdida de peso total de

aproximadamente 6 % a 800 °C.
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Figura 59. Termograma TGA de MWCNT y MWCNTx.

Las muestras analizadas de PLA y PLA/MWCNT; presentaron una estabilidad térmica
similar entre ambas muestras, sin embargo, el nanocomposito obtuvo un ligero incremento
en su estabilidad a comparacion de la matriz polimérica sola. La Figura 60 muestra el
termograma del PLA en color azul, los nanotubos de carbono funcionalizados (MWCNTy)
en color negro y el nanocomposito PLA/MWCNT+ en color azul. La muestra de PLA registro
una peérdida del 10 % y 25 % de su masa a partir de los 302 °C y 329.75 °C respectivamente,
mientras que el PLA/MWCNT+ esas mismas pérdidas la manifestd a los 315.5 °C y 336.04
°C respectivamente. Este incremento en la estabilidad térmica del nanocomposito se atribuye
a la incorporacion de los MWCNT; dentro de la matriz polimérica lo cual permite ampliar el
campo de aplicacién de este tipo de biomateriales. Sin embargo, este nanocomposito al ser
propuesto para aplicaciones en implantes ortopédicos, la temperatura a la que se encontrara
desempefiando su funcion sera a 37 °C (temperatura corporal), es decir, una temperatura en

la cual no hay registro de pérdida de masa. La Tabla 4 muestra detalladamente la temperatura
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especifica a la que ambos materiales (PLA y PLA/MWCNTY) registraron el 10%, 25%, 50%
y 75% de pérdida de sus masas.
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Figura 60. Termogramas TGA de a) PLA, b) MWCNT;y c) PLA/IMWCNT:.

Sample Tio% T25% Ts0% T75%
weight weight weight weight
loss loss loss loss
O O O O
PLA 302 329.75 | 344.36 | 355.44
PLA/MWCNT: | 315.5 | 336.04 | 349.34 | 358.84

Tabla 4. Pérdidas de masa del PLA'y PLA/MWCNTx.

4.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se llevaron a cabo
simultaneamente en el mismo equipo del analisis termogravimétrico, un TA Instruments SDT
2960. Tanto la muestra de &cido polilactico (PLA) como la del nanocomposito
PLA/MWCNT; presentaron un comportamiento similar en la transferencia de calor
suministrado. La Figura 61 muestra los termogramas DSC (lineas continuas) junto con los
termogramas TGA (lineas discontinuas) de los materiales PLA (graficos rojos) y

PLA/MWCNT; (graficos azules) para una mejor interpretacion y asociacion de fenomenos
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térmicos que ocurridos entre ambas técnicas. La primera discontinuidad en el termograma es
observada en la porcion (1) que corresponde a la temperatura transicion vitrea (Tg) en donde
el material experimenta un cambio de estado rigido (vitreo) a un estado blando (gomoso). El
acido polilactico (PLA) registré su Tg a una temperatura de 55 °C mientras que en el caso
del nanocomposito PLA/MWCNT; fue aproximadamente a 60 °C. La porcion (1) del
termograma DSC muestra la fase correspondiente a la temperatura de fusién (Tm), es decir,
el material pasa del estado sélido al estado liquido. EI PLA present6 su Tm a 165 °C, sin
embargo, la temperatura de fusion del PLA/MWCNT;: fue de 168 °C. En la region (I11) se
observa un descenso en la continuidad de los termogramas que corresponde a un fendémeno
endotérmico presente en los materiales, la temperatura de cristalizacién (Tc). Esta
temperatura (Tc) se asocia a reacciones quimicas de descomposicion y/o disociacion que
ocurre en el material y, a su vez, este tiende a manifestar un cierto grado de ordenamiento en
su estructura cristalina. Se registré la Tc del PLA a 321 °C mientras que, en el caso del
PLA/MWCNT; fue a 325 °C. Por ultimo, la seccién (IV) del termograma esta asociada a un
fendmeno exotérmico e irreversible en los materiales, la temperatura de descomposicién
(Td). Este valor de temperatura en el DSC coincide con el valor de temperatura del TGA en
donde el material ha perdido el total de su masa. La temperatura de descomposicién (Td) del

PLA fue a 352 °Cy la del PLA/MWCNT;a 360 °C. La Tabla 5 muestra las temperaturas de
relevancia obtenidas en la calorimetria diferencial de barrido.

PLA (DSC)
i e ——— PLA/MWCNTf (DSC)
’’’’’ SN —-——— PLA(TGA)

i NN /f’\ ————  PLAIMWCNTf (TGA)[ 90
WA
e VN Sy

/f Il |

Heat Flow (W/g)

Weight (%)

2 T T T T T T T T T T T U
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Temperature °C

Figura 61. Termogramas DSC de PLA (rojo) y PLA/IMWCNT;+ (azul).
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ample g (° © ° d(°
PLA 55 165 321 352
PLA/MWCNT; 60 168 325 360

Tabla 5. Temperaturas registradas en el termograma DSC.

4.7 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los materiales utilizados en el presente proyecto fueron estudiados bajo la técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM) con apoyo de dos microscopios SEM, un
TESCAN VEGA 3y un JEOL JSM-7800F. Mediante el primer microscopio mencionado se
obtuvieron micrografias de los nanotubos de carbono pristinos (MWCNT) y funcionalizados
(MWCNTY). En la Figura 62 se muestra del lado izquierdo la imagen adquirida de los
MWCNT vy del lado derecho los MWCNT;y. Estos ultimos exhiben un menor grado de
desorden y aglomeracion a comparacién de los nanotubos pristinos. Este ultimo
comportamiento es atribuido al tratamiento de funcionalizacion al que fueron sometidos ya
que ademés de afiadirles grupos funcionales, se removieron residuos provenientes del
proceso de sintesis evitando de esta manera la aglomeracién de los nanotubos. Con apoyo de
ImagelJ, un software “open source” para procesamiento digital de imagenes, se calculé el
didmetro de los MWCNT#, obteniendo como resultado un rango de 28-60 nm y, un diametro

promedio de 48 nm.

i i3 L e ! i
SEMHV:200kV |  WD: 10.58 mm | VEGA3 TESCANJ] SEMHV:20.0kV | WD: 1044 mm i VEGA3 TESCAN

View field: 7.00 ym Det: SE + BSE 2pm View field: 7.01 pm Det: SE + BSE 2pm

SEM MAG: 29.7 kx  Date(m/dly): 06/10/21 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 62. Micrografias SEM de a) MWCNT y b) MWCNTx.

SEM MAG: 20.6 kx  Date(m/dly): 06/10/21 Instituto Tecnologico de Tijuana
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De manera similar, utilizando el microscopio JEOL se obtuvieron imagenes del
nanocomposito PLA/MWCNT: como la mostrada en la Figura 63. Gracias a esta micrografia
se pudo comprender visualmente la manera en que se encuentran incorporados los nanotubos
de carbono funcionalizados (MWCNT5) dentro de la matriz polimérica de acido polilactico
(PLA). Algunos de los nanotubos embebidos en la matriz son resaltados en la micrografia

mediante flechas amarillas.

L lpm ITT-JEOL 9/13/2021
1.00kV LED SEM WD 6.8mm 14:34:02

Figura 63. Micrografia SEM del PLA/IMWCNT?+.

4.8 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atdmica (AFM) fue otra técnica microscopica adicional
desempefiada en este proyecto. Por medio de un equipo Nanosurf Easy Scan se analizé el
nanocomposito PLA/MWCNT: permitiendo determinar la manera en que se constituye
topolégicamente la superficie del material. Se lograron observar pequefias protuberancias
semicirculares sobre la mayor parte del area examinada, mediante ImageJ se examind y
calculd las dimensiones de las protuberancias detectadas obteniendo como resultado un
didmetro promedio de 57.16 nm, el cual se encuentra dentro del rango del didmetro de los
MWCNT;+ calculado en la micrografia SEM. De esta manera, se estima que las pequefias
mesetas detectadas en la superficie del nanocomposito mediante la micrografia AFM son
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provocadas por la incorporacion de los nanotubos de carbono con la matriz polimérica y, se

pueden apreciar en la Figura 64.

Line fit 436nm

Figura 64. Micrografia AFM del nanocomposito PLA/IMWCNT#.

4.9 Ensayos Mecanicos de Traccion

El comportamiento mecanico de los materiales desarrollados y utilizados en el presente
proyecto se realizé6 mediante un banco de prueba para ensayos de traccion mostrado en la
Figura 65, el cual cuenta con una celda de carga Nidec FG-3005. Se prepararon tres muestras
de filamento de los materiales PLA y del nanocomposito PLA/MWCNT¢ de 5 cm de longitud
y 0.60 mm de didmetro. En la Figura 66 se muestran los filamentos de material a los que se
les aplico una carga axial, la seccion a) corresponde a la muestra de PLA/MWCNT;+ antes del
ensayo mientras que la b) después de haber aplicado la carga hasta alcanzar su fractura.
Similarmente, la seccion c) de la misma figura muestra el filamento de PLA previamente al
esfuerzo mecanico y la d) una vez alcanzado el punto de fractura debido a la carga axial

aplicada.
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1 Muestr;\
\
A A}

Figura 66. Filamento de PLA/MWCNT; sometido a carga axial antes (a) y después (b)de alcanzar
la ruptura respectivamente. Filamento de PLA sometido a carga axial antes (c) y despues (d)de
alcanzar la ruptura respectivamente.
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Los datos adquiridos por la celda de carga y su software durante el ensayo de traccion fueron
procesados para generar los graficos esfuerzo-deformacién de los materiales analizados. El
comportamiento mecanico entre el PLA y el nanocomposito PLA/MWCNT;, es decir sus
gréficos esfuerzo-deformacion se muestran en la Figura 67 en donde el PLA se muestra de
color negro y el PLA/IMWCNT;+ de color azul. El filamento de acido polilactico (PLA)
presentd su limite elastico (op) a un valor de esfuerzo de 54.58 MPa y una deformacion de
0.0030 mm/mm, el esfuerzo maximo (omax) @ 77.54 MPa y una deformacion de 0.1229
mm/mm y un esfuerzo de ruptura (of) a 74.76 MPa con una deformacion de 0.6831 mm/mm.
Por otro lado, el nanocomposito registré un limite eléstico (op) de 17.37 MPa a una
deformacion de 0.0024 mm/mm, su esfuerzo maximo (omax) fue a 126.58 MPa con una
deformacion de 0.6117 mm/mm y, el valor obtenido de su esfuerzo de ruptura (of) Se registro
a 108.80 MPa con una deformacion de 0.8643. Como se puede apreciar, el PLA/MWCNT¢
obtuvo un menor valor de limite elastico (op) que el PLA, sin embargo, el esfuerzo maximo
(omax) del nanocomposito fue de 126.58 MPa, un 61% mayor que el del polimero solo. El
PLA/MWCNT; al estar constituido por dos fases (PLA 'y MWCNT}) presentd un diagrama
de esfuerzos bastante novedoso, se observan dos zonas de esfuerzos de cedencia, al comienzo
de op y omax. ESte Ultimo comportamiento es atribuido a la incorporacion de los nanotubos de
carbono dentro de la matriz polimérica permitiendo de esta manera distribuir de una mejor
manera las cargas axiales aplicadas. Adicionalmente, la Tabla 6 muestra los valores de

esfuerzo de deformacion previamente mencionados.

140 - ——PLA
max —— PLA/MWCNT

120

f
100

80

604 O

c Stress (MPa)

40

204 P

0 u T ¥ T T T T
0.0 02 04 06 0.8 1.0

¢ Strain (mm/mm)

Figura 67. Graficos esfuerzo-deformacion del PLA (negro) y el PLA/IMWCNT; (azul).
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€ (mm/mm) | oy
(Mpa) | (mm/mm) | (Mpa) | (mm/mem)

54.58 0.0030 77.54 0.1229 74.76 0.6831

PLA/MWCNTf 17.37 0.0024 126.58 0.6117 108.80 0.8643

Tabla 6. Valor de esfuerzo deformacion del PLA y PLA/MWCNT#.

4.10Ensayos de Biocompatibilidad (Hemolisis)

En el presente proyecto la biocompatibilidad de los materiales desarrollados se evalu6
mediante el ensayo de hemdlisis basado en la normativa internacional ASTM F756-13 la cual
determina el grado de viabilidad celular que presenta un biomaterial analizado mediante el
indice hemolitico. Las mediciones de absorbancia de las muestras se realizaron con apoyo de
un espectrofotometro SHIMADZU UV 2700. La Tabla 7 muestra las mediciones de
absorbancia registradas en cada una de las muestras tras haber transcurrido el tiempo indicado
del ensayo en donde la muestra blanco se denomind como “Sangre”, la del tornillo de PLA
como “TP” y, por ultimo, el tornillo nanocomposito de PLA/MWCNT¢ como “TPN”. Por
otro lado, la Tabla 8 desglosa el célculo realizado para determinar el indice hemolitico o
porcentaje de hemolisis de cada uno de los materiales mediante las ecuaciones 6, 7, 8,9y
10. Conforme a los resultados obtenidos y a la norma ASTM F756-13, la muestra blanco
“Sangre” registré un indice hemolitico de 0.799 %, la del tornillo PLA obtuvo un valor de
2.1835 % vy, el tornillo de PLA/MWCNT; fue de 2.0976 %. Estos valores al ser menores a
5% y muy cercanos a 2% son considerados como porcentajes hemoliticos aceptables para un

biomaterial.?2

Sangre TP TPN
Muestra 1 0.911 0.897 0.888
Muestra 2 0.923 0.879 0.851
Muestra 3 0.911 0.851 0.848
Promedio (AB, AS, AS) 0.917 0.87566667 0.86233333
Desv. 0.00848528 0.02318045 0.02227854
Coeficiente (F) 0.92533058 2.64717756 2.58351833

Tabla 7. Valores de las muestras analizadas tras concluir el ensayo de hemodlisis.
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anare D (Pl A » D] A
F 0.92533058 2.64717756 2.58351833
AB 0.917
A5 0.87566667 0.86233333
B = (A%)(F)(2)
= (0.917)(0.9253)(2)
B =1.6970
S = (4%)(F)(2) = (A%)(F)(2)
= (0.8756)(2.6471)(2) = (0.8623)(2.5823)(2)
S= 4.6356 S =4.4534
PFH = (A (F)(2)
= (0.917)(0.9253)(2)
PFH = 1.6970
c = (AP)(F)(251)
= (0.917)(0.9253)(251)
C =212973
%hemo — concentracién Hb supernadante (B) %100 — concentraciéon Hb supernadante (S) x100 __ concentracién Hb supernadante (S) %100

concentracién total Hb (C)

1.6970
= —x

¢ ¥100 = 515973 %100

%hemolisis = 0.799

concentracién total Hb (C)

= c¥100=717973

%hemdlisis = 2.1835

concentracién total Hb (C)

C 00 = 212.973

%hemolisis = 2.0976

Tabla 8. Calculo del indice o porcentaje hemolitico de las muestras.

4.11Moldeo e Impresion 3D

El producto obtenido mediante el proceso de extrusion fueron filamentos de nanocomposito

PLA/MWCNT; de distintos diametros, siendo el de 1.75 mm el de mayor importancia por su

compatibilidad con el equipo de impresion 3D. Una vez producido el filamento del diametro

indicado para el equipo de manufactura aditiva, se ingreso dentro de este para confirmar que

pueda ser fundido y transportado a través de la boquilla de 0.4 mm del extrusor o “hot end”.

La Figura 68 muestra en las secciones a) y b) el filamento de 1.75 mm obtenido tras el proceso

de extrusion mientras que en las secciones c) y d) se exhibe el filamento de 0.48 mm

resultante del proceso de impresion 3D.
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Figura 68. Filamentos de PLA/MWCNT: de 1.75 mmy 0.48 mm.

Por otra parte, los resultados obtenidos del proceso de impresion 3D fueron tornillos de
osteosintesis impresos en PLA y en el nanocomposito PLA/MWCNTde 6 mm didmetro, un
paso de 1 mm, longitud de 10 mm y una cabeza hexagonal de 9 mm. En la Figura 69 se
muestra del lado izquierdo el tornillo impreso Gnicamente en PLA y del lado derecho impreso
en PLA/MWCNT;+. La Figura 70 presenta todos los tornillos impresos en ambos materiales,

siendo un total de 4 tornillos impresos en cada uno de los materiales.

Figura 69. Tornillos impresos en PLA a) y en PLA/IMWCNT; b).
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Figura 70. Total de tornillos impresos en PLA'y PLA/IMWCNTz.
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5. Conclusiones

e EIl mezclado en solucion resultd una técnica exitosa para el desarrollo de un
nanocomposito de matriz polimérica con nanoestructuras de carbono.

e Mediante una proporcion de 0.5 % wt de MWCNT;+ con respecto al PLA, se obtuvo
un nanocomposito que pudo ser moldeado exitosamente mediante trituracion,
extrusion e impresion 3D.

e Por medio del analisis termogravimétrico (TGA) el PLA/MWCNT; se demostr6 una
mayor estabilidad térmica con respecto al PLA. La técnica de dispersion de luz
dindmica (DLS) permitié comprender la manera en que interactdan los componentes
del nanocomposito en dispersion. Asimismo, las microscopias SEM y AFM
confirmaron visualmente la incorporacion de los MWCNT: en la matriz de PLA. EI
ensayo mecanico de tensidén registr6 un mayor esfuerzo maximo para el
PLA/MWCNT¢ a comparacion del PLA.

e Utilizando un ensayo de viabilidad celular basado en la nhorma ASTM F756-13 se
demostro que el material desarrollado de PLA/MWCNT;+ registra un mejor porcentaje
hemolitico que el PLA, es decir mejor biocompatibilidad.

e A través del software de disefio 3D se logro realizar un disefio propio de un tornillo
para osteosintesis.

e Utilizando el filamento de nanocomposito desarrollado (PLA/MWCNTs), se
manufacturo satisfactoriamente mediante impresién 3D el tornillo para osteosintesis
disefiado.

e El presente proyecto de tesis logro desarrollarse hasta un nivel 4 dentro de la escala
TRL (nivel de madurez tecnoldgica, por sus siglas en inglés).
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