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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Los scaffolds basados en las superficies minimales triplemente periddicas (TPMS) cumplen
las condiciones necesarias para ser utilizados en ingenieria tisular. En esta tesis se
desarrollaron scaffolds de alimina (Al) y fosfatos de calcio (CaP) a través de la técnica de
estereolitografia ceramica, utilizando geometrias TPMS Giroide y Schwartz P. para ser
aplicados en la regeneracion de tejidos 6seos. Se realizaron suspensiones con cargas
ceramicas de 35, 40 y 50 vol% con los dos materiales, las cuales se caracterizaron
reolégicamente y para ambos casos se encontrd que las mas viscosas eran las de 50 vol%
con valores de 1.1 Pa-s para CaP y de 0.78 Pa-s para Al. A las muestras impresas de ambos
materiales se les hizo un tratamiento térmico para eliminar la resina y sinterizar los cuerpos
ceramicos. A los andamios hibridos y ceramicos se les tomaron imagenes digitales, SEM y
FESEM. Las contracciones volumétricas mas altas fueron las de las muestras con menor
porcentaje de carga (35 vol%) de geometria giroide, con valores de 58.4% para las de Al y
de 79.4% para los de CaP. Las muestras que mas cantidad de grietas presentaron fueron las
de Al con geometria Schwartz P. Los scaffolds que presentaron mayor resistencia a la
compresion fueron los hibridos para ambos materiales. La geometria giroide de Al sinterizada
presento resistencias mas altas que la Schwartz P, siendo la de 50Al la mejor con un valor
de 0.4 £ 0.2 MPa. En el caso de CaP sinterizados la mayor resistencia mecéanica fue para
50CaP con un valor de 0.83 + 0.06 MPa. Dichos valores son comparables con los del hueso
esponjoso y cortical. Finalmente, los scaffolds de 50 vol% de Al y CaP se impregnaron con
extractos de propdleos de Tame, Arauca, Colombia. Para los de Al se evalué la actividad
antimicrobiana, demostrando que existe una mejor respuesta frente a S. aureus que a E. Coli.
Para los de CaP, se evalud la citotoxicidad y proliferacion celular, demostrando que el material
con y sin propoleo no presenta efectos toxicos sobre las células y que existe una mejor

respuesta de crecimiento celular en aquellos que estan impregnados.

Palabras clave: Estereolitografia, regeneracion 6sea, fosfatos de calcio, alimina,

scaffolds.
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Abstract

Production of ceramic calcium phosphate scaffold via ceramic stereolithography
with potential application in bone tissue regeneration

Scaffolds based on triple periodic minimal surfaces (TPMS) satisfy the necessary
conditions to be used in tissue engineering. In this thesis, alumina (Al) and calcium
phosphate (CaP) scaffolds were developed through the ceramic stereolithography
technique, using TPMS gyroid and Schwartz P geometries to be applied in bone tissue
regeneration. Suspensions with ceramic fillers of 35, 40 and 50 vol% were made with the
two materials, which were characterized rheologically and for both cases it was found that
the most viscous were those of 50 vol% with values of 1.1 Pa-s for CaP and 0.78 Pa-s for
Al. The printed samples of both materials were heat treated to remove the resin and sinter
the ceramic bodies. Digital photographs, SEM and FESEM were taken of the hybrid and
ceramic scaffolds. The highest volumetric shrinkages were those of the samples with the
lowest percentage of load (35 vol%) of gyroid geometry, with values of 58.4% for Al and
79.4% for CaP. The samples with the highest number of cracks were those of Al with
Schwartz P geometry. The scaffolds with the highest compressive strength were the
hybrids for both materials. The Sintered Al gyroid geometry presented higher strengths
than the Schwartz P, being the 50Al the best with a value of 0.4 + 0.2 MPa. In the case of
sintered CaP, the highest mechanical strength was for 50CaP with a value of 0.83 + 0.06
MPa. Such values are comparable with those of cancellous and cortical bone. Finally, the
50 vol% Al and CaP scaffolds were impregnated with propolis extracts from Tame, Arauca,
Colombia. The antimicrobial activity of the Al scaffolds was evaluated, demonstrating a
better response to S. aureus than to E. coli. For CaP, cytotoxicity and cell proliferation were
evaluated, demonstrating that the material with and without propolis did not present toxic
effects on the cells and that there was a better response to cell growth in those that were

impregnated.

Keywords: stereolithography, bone regeneration, calcium phosphates, alumina,

scaffolds
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Lista de Simbolos y abreviaturas

Simbolos con letras latinas

Simbolo  Término Unidad SI  Definicién

Cd Profundidad de gelificaciéon n.a ecuacion 1-1

Dp profundidad de penetracion n.a ecuacion 1-1

Ec energia critica n.a ecuacion 1-1
Emax Energia maxima n.a ecuacion 1-1

rpm revoluciones por minuto n.a n.a

Wo peso muestra inicial seca g ecuacion 2-1y 3-1
Wi peso muestra seca después g ecuacion 2-1y 3-1

Simbolos con letras griegas

Simbolo  Término Unidad SI Definicion

0] parametro relacion oxidante / combustible  n. a Ecuacion 4-1y 4-2

Abreviaturas

Abreviatura Término

35Al Suspensién de 35 vol% de alimina con resina

35CaP Suspensién de 35 vol% de fosfatos de calcio con resina

40Al Suspensién de 40 vol% de alimina con resina

40CaP Suspensioén de 40 vol% de fosfatos de calcio con resina

50AISI Scaffolds de 50 vol% de alimina sinterizados e impregnados de propdéleo
50Al Suspensién de 50 vol% de alimina con resina

50AISC Scaffolds de 50 vol% de alimina sinterizados sin impregnar de propdéleo
50CaP Suspensioén de 50 vol% de fosfatos de calcio con resina

50CaP+P Scaffolds de 50 vol% sinterizados impregnados con propéleo

BHI Brain heart infusion

BYK Dispersante Disperbyk

C- Control negativo
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DE
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E. Coli
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FESEM
FTIR
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MTT
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ocCP
P

Pa
PBS
Pl

S. Aureus
SBF
SEM
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TGA
TPMS
UFC
uv
B-TCP

Control positivo

Calcio

Disefio asistido por computadora

Fosfatos de calcio

Control propdleo

Pirofosfatos calcicos

Estereolitografia cerdmica

Desviacién estandar

Procesamiento digital por luz / Proyeccién de luz digital
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Difraccion de rayos X

Calorimetria diferencial de barrido
Distribucion tamafio de particula
Escherichia coli

Fosfatos de calcio

Modelado por deposicién fundida
Microscopia por emision de campo
Espectroscopia por transformada de Fourier
Hidroxiapatita

indice de refraccion

Modelado por deposicion liquida
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Fosforo

Pascal

Buffer de fosfato
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Staphylococcus aureus

fluido fisiol6égico simulado

microscopia electrénica de barrido
Estereolitografia

Termogravimetria

Superficies minimales triplemente periddicas
Unidades formadoras de colonia
Ultravioleta

Fosfato tricalcico beta






Introduccioén

Alrededor del mundo, cada dia hay cientos de personas que requieren tratamientos
relacionados con el tejido 6seo debido a diversos factores tales como el incremento de
accidentes de trafico, aumento de enfermedades degenerativas o congénitas, mayor
longevidad en la poblacién, entre otros. S6lo en Latinoamérica se proyecta que para el afio
2050 el porcentaje de personas mayores a 50 afios sera del 49%, lo cual incrementa el
riesgo de sufrir enfermedades 6seas como la osteoporosis (1), que a su vez incrementa el
nuamero de fracturas sufridas por la poblacion. En Colombia, se estima que alrededor de 3
millones de mujeres sufren de osteopenia y 1.5 millones sufren de osteoporosis (2,3). Las
lesiones asociadas con accidentes de trafico son consideradas un problema de salud
publica ya que son la octava causa de muerte en el mundo, especialmente en poblacion
joven de 15 a 29 afios. Se estima que cada afio mueren 1,24 millones de personas por
estos accidentes y 50 millones resultan heridas (4). En muchos casos, la Gnica manera de
poder tratar dichas dolencias es a través de reparaciones parciales o sustituciones
completas del 6rgano o tejido afectado (5). En muchas ocasiones es posible llevar a cabo
autoinjertos 6seos; sin embargo, esto requiere de procedimientos quirtrgicos dolorosos y
se puede comprometer el funcionamiento del érgano o tejido sano, el ciclo de produccién
es largo, e incluso, en algunos casos la cantidad de injerto extraido puede ser insuficiente
o el tamafio y la forma del hueso autégeno no siempre coincide con el defecto (6,7). Los
injertos aloplasticos, los cuales son provenientes de materiales fabricados sintéticamente,
surgen como una respuesta a la necesidad de hacer los reemplazos requeridos (7),
valiéndose de la ingenieria tisular, la cual emplea estructuras conocidas como scaffolds o
andamios para sustituir el tejido u 6rgano dafiado. Estos ultimos imitan las caracteristicas

de la matriz extracelular y permiten la incorporacién en el cuerpo huésped (5).

La regeneracion ésea necesita andamios porosos y que sean estables a nivel mecanico
para asi favorecer la integracion tisular y la angiogénesis, lo cual es indispensable para la

regeneracion del tejido (8). Los scaffolds pueden ser biodegradables y que se reemplacen
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completamente por tejido nuevo o también existen andamios cerdmicos biocompatibles
algunos de los cuales no se degradan y otros son bioinertes (5). Las propiedades
biomecanicas deben ser compatibles con el tejido nativo, es por eso que es necesario
lograr un equilibrio éptimo entre la porosidad, la resistencia mecanica y tamafio de poro
para formacién del nuevo tejido éseo (8).

Los scaffolds basados en superficies minimales triplemente periddicas (TPMS), garantizan,
gracias a su disefio, una porosidad interconectada y un control adecuado de ésta. Se ha
demostrado que las caracteristicas geométricas de los andamios como la curvatura de la
superficie, el tamafio y la forma de los poros tienen una gran influencia en el rendimiento
celular de los mismos (5). Estas estructuras ademas muestran una mayor permeabilidad a

los fluidos que otras, lo que puede ser beneficioso para el suministro de nutrientes in vivo

(9).

La manufactura aditiva o impresién 3D facilita la construccion de scaffolds, los cuales
tienen un grado de complejidad casi imposible de alcanzar a través de las técnicas
convencionales. Entre los diferentes tipos de tecnologias, las mas conocidas son el
modelado por deposicion fundida (FDM), el modelado por deposicién liquida (LDM) y la
estereolitografia (STL) (5), o el procesamiento digital por luz (DLP), siendo estos dos
ultimos los mas prometedores, pues tienen como ventajas el grado muy alto de precision,
bajo costo de fabricacion, tiempos de ciclos cortos (10), y mayor eficiencia de impresion
(9). Ademés, el DLP al basarse en fotopolimerizacion de imagenes transversales
completas, no tiene limitaciones en cuanto a la construccion de los recorridos de laseres o

extrusores como en otros casos si seria necesario (11).

Para las diferentes aplicaciones biomédicas que tienen los materiales, los metales han sido
de gran uso como soporte de cargas debido a sus excelentes propiedades mecanicas. Sin
embargo, éstos presentan tendencia a la corrosion estando en contacto con fluidos
fisiolégicos durante periodos extensos de tiempo. Los polimeros sintéticos, aunque han
sido utilizados para scaffolds, son materiales inertes, por lo cual no inducen a la adhesién
celular ni a la formacion de tejido (12,13). Ademas, para los casos en que se utilizan como
hidrogeles, se presentan dificultades en la manipulacién del propio material, en falta de
uniformidad al cargar las células, o incluso pueden ser muy dificiles de esterilizar (14). Es

por eso que para la regeneracion de tejidos 6seos se buscan materiales que a nivel
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biol6gico sean superiores. Los ceramicos basados en fosfatos de calcio han mostrado un
gran potencial ya que presentan una excelente biocompatibilidad, buen rendimiento,
capacidad de degradacion (11), buena estabilidad mecanica, resistencia al desgaste y a la
corrosion (15). Estos se han considerado como un material ideal para las reparaciones de
defectos 6seos pues tienen una composicién muy similar a la del tejido éseo natural (11).
La hidroxiapatita es un componente mineral primario de los dientes y huesos, y ha sido
conocida por su capacidad de interconectarse con los tejidos vecinos, tener propiedades
osteoinductoras y fomentar la union celular dentro de sus poros (15,16). Otros derivados
de los fosfatos de calcio también presentan alta biocompatibilidad y, sobre todo, excelente
biodegradabilidad, lo que permite que el material cerAmico sea absorbido y convertido en
tejido 6seo nuevo (17) favoreciendo la adhesién de células 6seas, la proliferacién de estas

y dando paso a la mineralizacién de la superficie (10).

La estructura y el método de preparacién de scaffolds ceramicos es crucial para obtener
piezas satisfactorias para las reparaciones de tejidos 6seos (11). A través de las técnicas
mas tradicionales de manufactura cerdmica, es imposible lograr formas tan complejas
como son los scaffolds (10). Hasta hace poco, los scaffolds han sido fabricados por
métodos basados en extrusion o agentes espumantes, sin embargo, estas metodologias
crean los poros al azar y por tanto no garantizan el control de estos (15), hay escasa
personalizacién de las piezas, poca precision y tiempos de ciclos muy largos (18). La
impresion 3D es una tecnologia mas verséatil y permite ser utilizada para la fabricacion de

andamios ceramicos.

En el presente trabajo, se plantea el desarrollo de scaffolds de fosfatos de calcio a través
de la técnica de estereolitografia ceramica, utilizando disefios basados en las TPMS, para
ser utilizados potencialmente en la ingenieria de tejidos, mas especificamente en la

regeneracion de tejidos 6seos.
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Justificacion

Debido a que hay una acelerada irrupcion de la tecnologia en el desarrollo de soluciones
médicas, odontoldgicas y también en las industrias en general, se ve la necesidad de ir a
la par con los procesos de innovacion cientifica que permitan avanzar y competir a nivel
de calidad, funcionalidad y costos. Es asi como se plantea el uso de la técnica de
estereolitografia ceramica para la creaciéon de andamios ceramicos con potencial uso en

la regeneracion de tejidos.

Los injertos aloplasticos, provenientes de materiales fabricados sintéticamente, surgen
como una respuesta a la necesidad de contar con los dispositivos médicos apropiados
para hacer los reemplazos requeridos en las intervenciones quirirgicas asociadas al hueso
(8), valiéndose de la ingenieria tisular, la cual emplea estructuras conocidas como scaffolds
para sustituir el tejido u 6rgano dafiado. Para su correcto funcionamiento en la
regeneracion 6sea, un scaffold, ademas de ser altamente biocompatible, debe ser poroso,
tener una porosidad interconectada y estabilidad mecanica para asi favorecer la
integracion tisular y la angiogénesis, lo cual es indispensable para la regeneracién del
tejido (5,12). Las geometrias basadas en superficies minimales triplemente periédicas
(TPMS) garantizan, gracias a su disefio, una porosidad interconectada y un control
adecuado de ésta. Estas estructuras exhiben una mayor permeabilidad a los fluidos lo que
puede ser beneficioso para el suministro de nutrientes in vivo (13). Para fabricar scaffolds
con geometrias y composiciones compatibles con el hueso, es recomendable utilizar
materiales similares a su parte inorganica, como los fosfatos de calcio, facilitando su
adaptacion en el organismo y mejorando la biocompatibilidad y bioactividad. Sin embargo,
lograr procesar materiales ceramicos biocompatibles con geometrias complejas y
porosidades interconectadas sigue siendo un reto, el cual evidentemente no puede

abordarse desde el procesamiento ceramico convencional.

A pesar de que la manufactura aditiva o impresion 3D se conoce alrededor del mundo hace
mas de 20 afos, es un campo en el cual la investigacion sigue vigente tratando de lograr
piezas cada vez mas precisas y funcionales. La estereolitografia es una técnica que se ha
ido posicionando con fines avanzados para el desarrollo tecnologico en el area de

ingenieria tisular. Sin embargo, es una tecnologia que en Colombia no es explotada a gran
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escala y son pocas las empresas que la utilizan como herramienta. Es por esto por lo que
en el grupo de Materiales Cerdmicos y Vitreos se decidi6 emprender en este trabajo con
la intencion de conocer y afianzar la técnica en el laboratorio. Se cuenta con una maquina
de estereolitografia sencilla y se exploré la potencialidad de la técnica en aplicaciones
asociadas con biomateriales. El presente trabajo involucra aprovechar la experticia que se
tiene en la sintesis de fosfatos de calcio y su probada actividad favorable en el crecimiento
celular. Se les dio un valor agregado a las particulas de fosfatos de calcio sintetizadas por
la técnica de autocombustion, de tal forma que se obtuvo, a partir de ellas, un scaffold de
alta precisibn y geometria controlada y favorable para la interacciébn con los tejidos

biolégicos.

Lograr el dominio de la técnica de la estereolitografia para producir cuerpos ceramicos de
alta precision y complejidad geométrica potencia el uso de la técnica para desarrollar

productos ceramicos diversos de altas exigencias funcionales.
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Objetivos

Objetivo general

Obtener andamios ceramicos de fosfato de calcio producidos con geometrias complejas a

partir de estereolitografia cerdmica con potencial aplicacion en ingenieria de tejidos 6seos.

Objetivos especificos

1. Obtener una suspension estable de alto contenido de particulas de fosfatos de
calcio en una resina fotopolimerizable que pueda ser utilizada en la técnica de
estereolitografia ceramica.

2. Dilucidar una curva de tratamiento térmico ajustada para la degradacién térmica de
la resina y la sinterizacion del material ceramico.

3. Producir cuerpos ceramicos con formas geométricas que garanticen la
interconectividad de poros utilizando la técnica de estereolitografia ceramica.

4. Identificar las caracteristicas del cuerpo ceramico obtenido haciendo uso de las

técnicas de caracterizacion disponibles en el medio.
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Estructura de la tesis

Esta tesis esta dividida en cuatro capitulos relacionados con el desarrollo de los objetivos
especificos planteados anteriormente. A continuacion, se describe con algo de detalle lo
gue se podra encontrar en cada uno de ellos.

El primer capitulo titulado “Marco tedrico y estado del arte” presenta el marco tedrico y el
estado del arte de aquellos aspectos necesarios para el desarrollo de la tesis. Se incluye
informacion sobre manufactura aditiva y en especial la estereolitografia y estereolitografia
ceramica que es la técnica empleada en el desarrollo de esta tesis, también se habla sobre
fosfatos de calcio, alimina e ingenieria de tejidos, ademas la problematica asociada al

desarrollo de implantes para la regeneraciéon ésea utilizando materiales adecuados.

Los capitulos dos y tres se presentan en formato de articulo cientifico independientes. En
ellos se encuentra un resumen del trabajo realizado en el capitulo, seguido por la
introduccion de la temética particular del capitulo, la metodologia empleada, resultados y
discusion y por ultimo las conclusiones del capitulo. Cabe resaltar que la informacién
incluida en estos dos capitulos corresponde enteramente a los articulos publicados o en
proceso de publicacién como productividad de la tesis, los cuales se pueden consultar en

los anexos.

En el capitulo dos, titulado “Obtencién de scaffolds cerdmicos de alimina a partir de
estereolitografia ceramica con potencial aplicacion en regeneracion de tejido 6seo”, se
presenta la investigacion realizada con particulas de alimina, la cual inicialmente no
estaba planteada en el proyecto de tesis. Para desarrollar adecuadamente el trabajo y
lograr los objetivos general y especificos, en donde se puntualizaba el uso de fosfatos de
calcio, fue necesario hacer un acercamiento inicial a la técnica de estereolitografia
ceramica para adquirir la experticia necesaria y garantizar su dominio. Por la disponibilidad
del material y costos de produccidn, se realiz6 el proceso de entrenamiento utilizando como
materia prima una resina fotopolimerizable de naturaleza acrilica proporcionada por la
empresa New Stetic (Guarne, Antioquia, Colombia) y particulas comerciales de tamafio

micrométrico de alimina. La alimina es un material inerte el cual no presenta alta
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interaccion con la resina ni afectaciones a nivel biol6gico. Como resultado del trabajo
realizado con la alimina, se publicé un articulo en el cual se aborda la metodologia de
impresion 3D por estereolitografia para obtener piezas completamente ceramicas de
alimina con dos geometrias tipo TPMS las cuales se compararon entre si. En el articulo
se incluye la caracterizacion de la resina, las particulas de alimina y la mezcla entre
ambas. Ademas, se presentan las condiciones de impresion adecuadas, el tratamiento
térmico realizado a los cuerpos verdes, necesario para el desaglomerado de la resina y el
sinterizado de los cuerpos de alimina, asi como la caracterizacion morfolégica y mecanica
de los scaffolds hibridos y ceramicos obtenidos. También se presenta el estudio de la
impregnacion de los cuerpos cerAmicos con un extracto etandélico de propdleo proveniente
de la region de Tame (Arauca, Colombia) y su actividad antimicrobiana frente a las cepas
de S. aureus y E. Coli, especies relacionadas con las infecciones que se presentan en

reemplazos y sustituciones 6seas.

El capitulo tres, titulado “Obtencion de scaffolds cerdmicos biocompatibles de fosfatos de
calcio a partir de estereolitografia ceramica”, comprende el trabajo realizado para cumplir
con los objetivos general y especificos haciendo uso de una resina fotopolimerizable y
particulas de fosfatos de calcio sintetizadas por el método de autocombustién en el
laboratorio de Ceramicos y Vitreos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin.
Se menciona la caracterizacion de la resina nuevamente, de las particulas de fosfatos de
calcio y la formulacién de la pasta ceramica para la impresién y su caracterizacion
reoldgica. Se enuncian las condiciones de impresion utilizadas, el tratamiento térmico para
el desaglomerado de la resina y la sinterizacién del cuerpo ceramico de fosfatos de calcio
y la caracterizacion tanto morfolégica como mecanica de los scaffolds hibridos y
completamente ceramicos. También se incluye la impregnacién de los cuerpos ceramicos
con un extracto etandlico de propdéleo proveniente de la region de Tame (Arauca,

Colombia) y el estudio de la citotoxicidad frente a la linea celular L929.

En el capitulo cuatro, titulado “Comparaciones generales”, se hace una breve comparacion
de los resultados obtenidos para scaffolds con geometria tipo TPMS giroide con particulas
de alumina y fosfatos de calcio. Se comparan los resultados de las viscosidades para las
suspensiones con ambas particulas, asi como las contracciones volumétricas y

resistencias mecanicas de los scaffolds hibridos y completamente ceramicos.
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Finalmente se encuentran las conclusiones y las recomendaciones a las que se llegd
después de desarrollar esta tesis. En la Ultima seccidon estan los anexos en donde se
presentan algunos resultados previos a este trabajo que fueron necesarios para el
desarrollo experimental de la tesis como lo es la caracterizacion de la resina comercial
utilizada y el procedimiento de la sintesis por combustion en solucion, asi como los
articulos publicados y sometidos a revision cientifica que fueron desarrollados durante el
proyecto con niumero Hermes 57524 financiado por la Universidad Nacional de Colombia,

Sede Medellin, y que son producto de este trabajo investigativo.






1.Marco Teodrico y estado del arte

Este capitulo abordara los conceptos basicos sobre la ingenieria de tejidos, asi como los
necesarios para entender la manufactura aditiva, ahondando en la técnica de
estereolitografia y su variacion en estereolitografia ceramica. Se hablard sobre las
particulas utilizadas en esta tesis las cuales son la alimina y los fosfatos de calcio, sus
principales caracteristicas y métodos de sintesis. Finalmente se mencionaran algunas
aplicaciones de scaffolds de diferentes materiales ceramicos en la ingenieria de tejidos y
el impacto de éstos en ella.

1.1 Tejido 6seo y traumatismos

El hueso es un tejido dindmico, vascularizado, con capacidad de regenerarse y
remodelarse sin dejar cicatriz, ademas tiene la capacidad de emplear rapidamente sus
reservas metabdlicas y minerales de acuerdo con los defectos que presente. Su funcion
es proporcionar estructura al cuerpo, servir como reserva mineral y es el encargado de
soportar las contracciones musculares que permiten el movimiento y protegen los érganos
internos (19,20). Su estructura y organizacion estan establecidas segin una demanda
organica, responden con eficiencia a las necesidades funcionales y esta adaptado para
resistir las cargas con elasticidad adecuada (19). La caracteristica diferenciadora del hueso
frente al resto de tejidos es el alto contenido de sustancias inorganicas minerales como

calcio y fésforo, combinadas con una matriz organica rica en agua y colageno.

El hueso posee una estructura jerarquica, compuesta de diferentes niveles a medida que
se varia la escala y cada una de estas escalas o niveles va a tener influencia en las
caracteristicas biomecéanicas del mismo (21). Desde el punto de vista macroscépico, el
hueso esta formado por una zona tipo cascara cilindrica dura y densa de hueso cortical

gue se hace més fina a medida que aumenta la distancia desde el centro del eje del hueso



12 Obtencién de un scaffold ceramico de fosfato de calcio a partir de estereolitografia

ceramica con potencial aplicaciéon en regeneracion de tejido 6seo.

hacia las superficies articulares. El hueso cortical engloba cantidades crecientes de hueso
trabecular poroso, también denominado esponjoso. En los seres humanos, el hueso
esponjoso tiene una porosidad del 50-90%. Por el contrario, el hueso cortical tiene una
estructura mucho méas densa con una porosidad del 3-12% (22). En la figura 1-1, se
muestra la arquitectura del tejido éseo, haciendo una clara diferenciacion entre el hueso
cortical (compacto) y el hueso esponjoso, mostrando ademas la complejidad estructural
del tejido esponjoso en cuanto a su porosidad y la interconectividad de estos poros.

Figura 1-1. Arquitectura del hueso
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Nombre de la fuente: atlas de histologia vegetal y animal. Megias, M. Molist, P. Pombal,
MA (23).

Los traumas ortopédicos son una causa frecuente e importante de morbilidad y
discapacidad en la sociedad actual. Estos eventos afectan a personas de todas las edades
por lo que resulta de gran importancia entender la respuesta natural del tejido 6seo a las
fracturas con el fin de tener respuestas que sean adecuadas desarrollando estrategias
para su reparacion (24). Cuando ocurre una fractura, se presenta una perturbacion
mecéanica que hace que sea imprescindible brindar una estabilidad relativa o absoluta
segun donde se localice el problema. Ademds, es importante recalcar que, aunque las
lesiones dseas sean tratadas de acuerdo con los protocolos establecidos, puede ocurrir

gue el hueso no sea capaz de repararse por si mismo. Esto puede darse por diferentes
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motivos, entre ellos, algunos factores propios del paciente o factores propios de la fractura
como lesiones de tejido blando o el hecho de que el defecto sea de un tamafio critico.

Como se menciono, el hueso tiene la capacidad de regenerarse, permitiendo la reparacion
de muchas lesiones sin necesidad de intervenciones quirdrgicas complejas. Sin embargo,
se presentan mas retos cuando existen defectos 6seos grandes como los que producen la
reseccion de tumores 6seos o0 las fracturas grandes sin union. Actualmente, se han
explorado otras alternativas a los autoinjertos, las cuales consisten en la utilizacién
materiales sintéticos para el uso de matrices implantables con las caracteristicas
fundamentales del tejido éseo para que se dé la correcta reparacién. Estas nuevas
metodologias utilizan la ingenieria de tejidos como estrategia para resolver dichos

problemas.

1.2 Ingenieria de tejidos

La ingenieria tisular es un campo de la ingenieria biomédica el cual se ha estado
desarrollando rapidamente y ha surgido como respuesta a la dificultad que existe para
cubrir la alta demanda de trasplantes de 6rganos y tejidos (25). Esta se enfoca en
diferentes tejidos especificos. La regeneracion de tejido dseo, por ejemplo, se sustenta en
el uso de biomateriales de origen natural o sintético para llenar defectos. Es frecuente el
uso de hueso liofilizado, hidroxiapatita o fosfatos de calcio, entre otros. Asi mismo el uso
de células madre para terapia celular o el uso de biomoléculas concentradas a partir de
derivados de la sangre En la ingenieria de tejidos, se utilizan estructuras de andamiaje en
combinacion con células o componentes con actividad biol6gica para inducir la

regeneracion de tejidos a nivel in vitro e in vivo (26).

En el mundo se realizan alrededor de 2.2 millones de procedimientos al afio los cuales
implican algun tipo de injerto para manejar las pérdidas de hueso en ortopedia,
neurocirugia y odontologia (27). Dichas pérdidas de estructura Osea pueden ser
consecuencia de defectos congénitos, traumas o patologias y traen secuelas que afectan
la calidad de vida de los pacientes (28). Los autoinjertos y los aloinjertos son el estandar
de referencia para tratar este tipo de anomalias. Los autoinjertos 6seos son aquellos en

donde el hueso es obtenido del propio paciente y puede ser parte del hueso esponjoso,
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cortical vascularizado o cortical no vascularizado, lo cual permite formar hueso nuevo por
mecanismos de osteogénesis. Los aloinjertos son aquellos que provienen de individuos de
la misma especie y también son considerados osteoinductores. Sin embargo, ambos tipos
tienen limitaciones tales como el rechazo del individuo receptor, la transmisién de
enfermedades, la baja calidad del tejido, el aumento de morbilidad del sitio donante e
incluso el fallo por baja vascularizacién o infecciones (7,22). Es por esto por lo que se
estudian los injertos aloplasticos o sintéticos, los cuales son provenientes de materiales
fabricados sintéticamente y permiten su implementacion en la regeneracion 6sea. Estos
ultimos, se encuentran en variadas formas, tamafios y texturas y pueden ser de diferentes
materiales como polimeros, ceramicos o compuestos. La respuesta biolégica dependera
de las técnicas de fabricacion de los injertos o implantes, la porosidad, el grado de

absorcion e interaccion con el medio (7).

En las reparaciones de tejido 6seo, se han centrado muchos esfuerzos en lograr fortalecer
el proceso de la regeneracion ésea, pensando en que los pacientes puedan recuperar su
hueso natural y no deban mantener un implante de forma permanente. Sin embargo, segun
las condiciones de los defectos que se presenten y los tamafos de estos, en ocasiones
resulta mas facil implantar biomateriales que sean resistentes y que su actividad de
biodegradacion no sea muy alta. Es asi, que la ingenieria de tejidos ha incurrido en el uso
de matrices tridimensionales, las cuales requieren de herramientas basicas como
andamios 3D, compuestos bioldgicos y células para ser aplicados. Ademas, es necesario
gue los injertos provean un ambiente, estructura o material fisico apropiado para la
osteogénesis (que es la sintesis del hueso nuevo a partir de células derivadas del injerto o
del huésped), la vascularizacién y la angiogénesis para permitir la llegada de nutrientes y

salida de productos del metabolismo (7,20).

La creacion de dichas matrices tridimensionales, conocidas como andamios o scaffolds no
es tan sencilla de abordar por metodologias convencionales, ya que como fue mencionado,
es necesario contar con geometrias complejas, de poros interconectados que permitan
cumplir las necesidades bésicas que tiene un implante 6seo, siendo similar a la estructura
del tejido natural. Es asi como la manufactura aditiva o impresion 3D juega un papel de

vital importancia.
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1.3 Manufactura aditiva

La manufactura aditiva es el término formal que se utiliza para hablar de prototipado rapido
y es popularmente conocido como Impresion 3D. Basicamente es la creacion de piezas a
través de un modelo de datos digital o CAD. Esta simplifica notablemente la fabricacion de
objetos complejos, que con otras técnicas de manufactura tradicionales quiza tomaria mas
tiempo, o seria imposible de lograr. El prototipado rapido Unicamente necesita alimentarse
con las dimensiones basicas del disefio, un entendimiento de cémo funcionan las

maquinas de trabajo y los materiales que se utilizarian para construir las piezas (29,30).

El principio basico de cémo opera la impresion 3D consiste en adicionar material capa por
capa, en donde cada una de éstas es una secciéon delgada de lo que es el sélido del CAD
original (29,31,32). Inicialmente se tiene la pieza a realizar en algun software de disefio, se
le hace una transformacién a dicho archivo pasando a uno que tiene por nombre STL, el
cual es el rebanado o slicing del prototipo, y es en donde esta la informacién de cada capa
gue se le enviara a la maquina, junto con un archivo de codigo G con las instrucciones
necesarias para llevar a cabo la formacién del objeto con la materia prima que se utilice,

segun la técnica de manufactura aditiva (26,29).

Entre las técnicas de manufactura aditiva hay clasificaciones como lo son: los procesos de
fusién en lecho de polvo, los sistemas basados en extrusion, la inyeccion de material, la
inyeccion de aglutinante, los procesos de laminacion, los procesos de deposicion de
energia dirigida, las tecnologias de escritura directa y los procesos de fotopolimerizacion
en cuba o estereolitografia (29,33,34). Todas cumpliendo con un mismo objetivo el cual es

lograr obtener piezas con morfologias complejas de alta precision y funcionalidad.

Los procesos de fusién en lecho de polvo fueron de los primeros comercializados de las
técnicas de manufactura aditiva, siendo una de las mas comerciales la sinterizacion
selectiva por laser. Dentro de las caracteristicas basicas de los procesos de fusion en lecho
de polvo se incluyen una o varias fuentes térmicas para inducir la fusion entre las particulas
del polvo, un método para controlar la fusion en una regién determinada de cada capa y
mecanismos para afiadir y alisar las capas de polvo. Las fuentes térmicas mas comunes
son los laseres. La sinterizacion selectiva por laser se desarrollé originalmente para

producir prototipos poliméricos, pero el enfoque se ampli6é a polvos metalicos y ceramicos.
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El proceso de construccion de la pieza se da dentro de una camara cerrada para mantener
una temperatura elevada, justo por debajo del punto de fusion o de la temperatura de
transicion vitrea del material en polvo (29). El precalentamiento del polvo y el
mantenimiento de una temperatura elevada y uniforme son necesarios para que la energia
del laser no tenga que ser tan alta. Normalmente el laser que se utiliza para la fusion del
material es de diéxido de carbono, para el caso de materiales poliméricos o cerdmicos y
de Nd-YAG (granate de itrio y aluminio dopado con impurezas de neodimio), para el caso
de los metales (29). La fusion se hace de forma localizada gracias al efecto del laser
mientras las particulas se encuentran sueltas dentro de un lecho, el cual se controla por
un pistén. El piston baja la misma cantidad del grosor de una capa cuando la anterior se
forma (35). Una gran desventaja de esta técnica es que la precision se limita al tamafio de

particulas del material y se debe evitar el uso de materiales que puedan oxidarse (35,36).

Los sistemas basados en extrusion son los mas populares del mercado. Normalmente se
utiliza el calor para fundir el material y ser empujado a través de un sistema de alimentacion
por tractor que crea la presion necesaria para la extrusion. El material que se extruye debe
estar en un estado semisolido cuando sale de la boquilla, y éste debe solidificarse sin
perder su forma. Ademas, el material debe poder unirse al mismo que ya ha sido extruido
para que se obtenga la estructura solida deseada. La tecnologia basada en extrusion mas
comun es el modelado por deposicion fundida (FDM) (29). Se emplean filamentos
poliméricos que alimentan un cabezal de impresion, el cual lo funde y extruye para
depositar el polimero sobre una plataforma, siguiendo la geometria dada en cada capa. Al
Ser un proceso que no incluye ningun tratamiento térmico de curado, lo convierte en una
opcion econdmica. Sin embargo, su desventaja se puede apreciar en las resoluciones que
se presentan, sobre todo en el eje Z, ya que es imposible obtener piezas completamente
lisas por esta metodologia (37,38). Ademas, los tiempos de obtencién de las piezas pueden

ser largos.

La manufactura aditiva se ha convertido en una opcion Optima para el desarrollo de
diferentes tipos de piezas al comprender varios métodos de adicion de material capa a
capa que permite disefiar estructuras porosas, interconectadas y con geometrias
complejas. Sin embargo, la estereolitografia resalta entre todas por ser una técnica que
fabrica piezas de alta calidad, con muy buena resolucion, versétil y permite acabados mas

suaves y tiempos de trabajo relativamente cortos (26,31,34,39).
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1.4 Estereolitografia.

A mediados de 1980, el ingeniero fisico Charles Chuck Hull, mientras experimentaba con
materiales curables a luz UV, vio que exponiendo éstos al escaneo por un laser similar al
gque se utiliza en impresoras laseres, podria solidificar el polimero e incluso la
fotopolimerizacion podria seguir el patron del laser, dejando una capa sobre otra
previamente solidificada. Fue asi como comenzé la estereolitografia y al corto tiempo se
cred la empresa 3D Systems la cual sacé al mercado maquinas de estereolitografia para
empezar a utilizar la técnica a nivel industrial (26,29). Aunque esta metodologia de
impresion 3D lleva bastante tiempo en el mercado, no pierde vigencia debido a la variedad

de aplicaciones de las piezas obtenidas a partir de ésta.

Como cualquier tecnologia de impresion 3D, la estereolitografia trabaja con un disefio
asistido por computadora (CAD), al cual se le hace un slicing y posteriormente se lleva a
cabo la impresion capa a capa. En este caso, las capas que se hacen, generalmente de
grosores entre 25 y 100 um (26), son de resina polimerizable que tiene como base
monomeros, sean acrilatos o epoxicos, que se exponen sucesivamente a la radiacion laser
para hacerlos pasar de liquido a sélido. De esta forma se va solidificando el material capa
a capa generando el objeto 3D. El rayo laser tiene la energia suficiente para inducir el
proceso de fotopolimerizacion uniendo los pequefios mondmeros y finalmente tener una

cadena polimérica reticulada (31).

En general, las maquinas de estereolitografia tienen unos componentes principales, los
cuales se enumeran a continuacion: el recipiente en donde se deposita la resina liquida,
comunmente llamado cuba o vat, una plataforma mévil a manera de ascensor que sube y
baja, a la cual se adherira las capas de resina sdlida formando el objeto, un sistema 6ptico
y un sistema de control. El sistema 6ptico dependera del mecanismo de la aplicaciéon de
luz que utilice la maquina, pero en general tiene una fuente de luz y un juego de lentes
para direccionar el rayo laser o una serie de pantallas LCD para proyectar las imagenes

de cada capa (31).

Independientemente del tipo de mecanismo con el que se puede aplicar la luz UV a la
resina liquida, previo al paso de la fotopolimerizacién, las maquinas de estereolitografia

funcionan todas bajo la misma dinamica. La plataforma se posiciona en la zona de resina
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liquida, la luz incide y genera el proceso de polimerizacion, la seccién que quedoé sdlida se
adhiere a la plataforma, ésta cambia de posicion subiendo o bajando, dejando que fluya la
resina liquida y permita la deposicion de la siguiente capa y se repite el proceso hasta
finalmente tener todas las capas necesarias solidificadas (26).

Existen dos tipos de orientaciones a las cuales pueden trabajar las maquinas, una
orientacion de arriba hacia abajo y otra de abajo hacia arriba. Para la primera, la fuente
de luz se ubica en la parte superior de la maquina. La plataforma se posiciona, estando
sumergida, en la superficie de la resina, dejando solo una fina capa de la misma entre el
exterior y la placa, en ese punto la luz incide la zona, solidifica la seccion de resina
iluminada y para darle paso a la realizacion de la capa siguiente, la plataforma baja o se
sumerge un poco mas dejando nuevamente una delgada pelicula de resina liquida en la
parte de arriba (ver figura 1-1(a)) (31). La desventaja de este método es que se gasta mas
material y se corre el riesgo que la pieza se despegue de la placa de la plataforma una vez
se sumerja ya que la resina liquida le ejerce presion hacia arriba. Para el caso en que la
orientacion es de abajo hacia arriba, la fuente de luz se encuentra en la parte de inferior
de la maquina, la cuba o recipiente que contiene la resina liquida tiene una base
transparente, generalmente de un material como teflén, y la plataforma no se encuentra
sumergida. Una vez se inicie el proceso, la plataforma baja hasta el fondo de la cubeta,
dejando una pequefia capa de resina liquida entre la base transparente y la placa, la luz
incide el material, se solidifica y queda adherida a la plataforma, ésta sube, y para hacer
la capa siguiente baja nuevamente hasta el fondo dejando la capa delgada que sera
solidificada justo después de la anterior (31) (Ver Figura 1-1(b)). Aunque este método
implica que la adhesion de la capa solidificada inicial con la placa de la plataforma sea
netamente por fuerzas mecanicas y eso puede causar que se desprenda, permite usar
menores cantidades de resina, no necesitar ningun tipo de elemento extra en la maquina
para hacer “repinte” de resina cada que se va a solidificar y la capa iluminada no esta

expuesta a la atmosfera lo que no permite que se dé la inhibicion por oxigeno (26).
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Figura 1-2: Esquema de una maquina de estereolitografia. (a) Por escaneo con laser con
orientacion de arriba hacia abajo (b) por proyeccion con orientacion de abajo hacia arriba
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Existen dos mecanismos para aplicar la luz a la resina liquida durante el proceso,
estereolitografia basada en escaneo y estereolitografia basada en proyeccién. En el
primer enfoque se utiliza un escaner o rayo laser para solidificar cada capa. Tiene un
sistema de espejos los cuales rotan segun las indicaciones que le da el sistema de control,
y permiten enfocar y dirigir el l&ser en toda la seccidn de la resina dando la forma del objeto
para polimerizar un volumen conocido como hebras. Con esta forma, las maquinas
funcionan de arriba hacia abajo, tardan mas tiempo pues se tiene que seguir con un solo
laser toda la seccion y aunque es bueno para imprimir piezas de gran tamafio disminuye
la resolucion de las piezas (26,29,31). El enfoque basado en proyeccion, comiunmente
conocido como Proyeccion de luz digital (DLP), cura toda la capa a la vez utilizando una
mascara de luz a través de la cual una lampara ilumina la superficie de la resina. La
mascara recibe las instrucciones del sistema de control para saber cudles secciones son
las que debe iluminar y cuales apagar y de esta forma, las partes que estén iluminadas
seran las que se polimericen. Con esta metodologia se reducen los tiempos de impresién
pues de lo Unico que dependera es de la mascara, el espesor de la capa y el tiempo de
exposicion requerido. Ademas, permite hacer piezas mas pequefias ya que tiene mayor
resolucion y se pueden hacer mas en un mismo proceso, por lo cual puede reducir costos
(26,31).

En la estereolitografia existen parametros que se pueden clasificar como técnicos y
fotosensibles. Los parametros técnicos son aquellos que se pueden ajustar desde la
maquina o el archivo STL, tales como el grosor de las capas, la potencia de la luz o del
laser incidente y la velocidad de escaneo o impresién. Los parametros fotosensibles se
refieren a las propiedades que son propias de la resina como la dosis de energia necesaria
para generar la reaccion de fotopolimerizacién o la profundidad de penetracion para el
curado (31). Para una resina dada, la profundidad de curado estara determinada por la
energia de la luz incidente. Esta energia se puede controlar ajustando la potencia de la
fuente de la luz, la velocidad del movimiento del rayo laser, o la velocidad de exposicién
para el caso en que se utiliza sistema de proyeccion (26). Como la resina que se utiliza
convencionalmente en estereolitografia es relativamente transparente o translicida, se
facilita el paso de la luz ultravioleta, y la distribucion de la intensidad de la luz en este medio

permite el proceso de fotopolimerizacion y determina las areas curadas (31).
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Cuando se estéa haciendo el modelado del fotocurado, se describe que la luz expuesta
tiene un valor de energia maximo (Emax) en la superficie de la resina; la cual se va
atenuando exponencialmente a medida que la luz penetra a través de la resina. Por lo cual
se puede decir que la penetracion de la luz UV es limitada debido a que hay dispersion y
absorcién. El grado de fotopolimerizacién aumenta con la luz UV y la resina llega a un
punto denominado punto de gel en donde ha pasado de estar liquida a sélida. El pardmetro
gue da cuenta de la profundidad en donde la energia es suficiente para que se llegue al
punto de gelificacibn se denomina Cd, y esa energia requerida para gelificar se llama
energia critica (Ec). La resina se convierte en gel si la energia de la luz es mayor que la
energia critica (Ec), de lo contrario sigue siendo un liquido (26,31). Cd se calcula de la

forma;

Emax
Ec )

Cd = Dpln( Ecuacion 1-1(26,29,31,32)

Donde Dp es la profundidad de penetracion a la que la intensidad de la luz se reduce a 1/e
(29). Ambos parametros, Cd y Dp, son intrinsecos de la resina y son independientes de la
exposicion. La curva resultante de Cd vs Ln (Emax), se le conoce como curva de trabajo
para describir el comportamiento del fotocurado (29,31). Finalmente, el sobre curado que
se genera siempre que se esta solidificando una capa es muy importante, ya que es gracias
a éste que las capas individuales se mantienen conectadas unas a otras. Es la profundidad
a través de la cual la luz incidente penetra la capa inferior adyacente ligeramente y

aumenta el curado de ésta (31).

1.4.1 Resinas utilizadas en estereolitografia

Las primeras patentes que salieron al mercado de las resinas utilizadas en estereolitografia
fueron publicadas entre 1988 y 1990. Estas resinas fueron preparadas a base de acrilatos,
gue se caracterizan por su alta reactividad, aunque generan piezas fragiles debido a que
la polimerizacion de los acrilatos generaba rizos y encogimientos. Asi mismo, se
conocieron las resinas con composicion epoxi que produjeron piezas mas precisas y duras
gue las anteriores debido a que se generaban menores contracciones entre los polimeros.
Sin embargo, las resinas epoxi tienen desventajas en la baja velocidad de

fotopolimerizacion y alta fragilidad. Es por lo anterior, que se empezaron a realizar mezclas,
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afiadiendo acrilatos a las resinas epoxi con el fin de disminuir la fragilidad y facilitar la
polimerizacion a velocidades menores. Hoy en dia se utilizan comUnmente resinas a base

de ambos polimeros lo que ha potenciado notablemente la estereolitografia.

La estructura molecular del acrilato (ver Figura 1-2 (a)) hace que la polimerizacion de las
resinas de este tipo sea a través de radicales libres. Se forman cadenas largas de
monomeros unidos, una vez la resina se vuelve reactiva gracias a un componente llamado
foto iniciador, construyendo la cadena linealmente mediante la adicion de segmentos de
monomeros. Cuando la cadena ya ha crecido bastante, empieza a ocurrir la reticulacion

ya que la cadena se empieza a arquear en si misma.

Los epoxis son los fotopolimeros catiénicos mas comunes. Estos presentan en su
estructura molecular un anillo (ver figura 1-2 (b)), el cual se abre cuando reaccionan, dando
lugar a sitios para hacer otros enlaces quimicos. Dicha apertura del anillo genera un
cambio en el volumen, ya que el nimero y los tipos de enlaces son esencialmente idénticos
antes y después de la reaccion. Asi, las resinas epoxi suelen tener contracciones mucho
mas pequefias y menos tendencia a deformarse y rizarse. Sin embargo, la velocidad en la

polimerizacién es baja (29).

Figura 1-3: Estructura Molecular de los monémeros (a) acrilatos (b) epoxi.
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Nombre de la Fuente: |. Gibson, D. Rosen, y B. Stucker. Additive Manufacturing

Technologies. Springer New York, 2015. DOI: 10.1007/978-1-4939-2113-3. (29)

El proceso de fotopolimerizacion da cuenta de la union de diferentes mondémeros y
oligbmeros formando cadenas de éstos mucho mas largas. Este proceso usa un liquido,
sea resina o un fotopolimero, como materia prima. Normalmente estos materiales

reaccionan a radiaciones con longitudes de onda cercanas al UV o incluso al espectro



Capitulo 1 23

visible. Ante la radiacién, estos materiales desencadenan una serie de reacciones
quimicas y se solidifican. A esta reaccion se le conoce como fotopolimerizacion (29). La
fotopolimerizacion necesita de oligdbmeros y monomeros como los anteriormente
mencionados que se polimerizan para formar una estructura altamente reticulada. Ademas
de éstos, también necesita de algo conocido como Foto iniciador (PI). Normalmente los
monomeros No generan especies reactivas para iniciar la polimerizacion por si mismos
haciendo uso de la radiacion incidente, por tanto, los foto-iniciadores, que son organicos y
de bajo peso molecular, se utilizan para generar dichas especies reactivas que atacaran
los grupos funcionales de los monémeros y oligdmeros. Cuando el grupo funcional se
descompone, el enlace doble que existia entre carbonos permite la formacion de nuevos

enlaces con carbonos de otra molécula de monémero diferente.

Existen foto-iniciadores de radicales libres y cationicos. Los primeros forman radicales
libres que atacan los dobles enlaces. Los segundos producen acidos cuando se exponen
a la luz y éstos reaccionan facilmente con un enlace en mondémeros especificos e induce

la polimerizacién (31).

Entre otros componentes, a las resinas también se le agregan diluyentes reactivos con el
fin de reducir la viscosidad de los oligdmeros y controlar las propiedades de las capas
curadas, o dispersantes cuando se agregan particulas que necesitan ser suspendidas en

el medio.

1.5 Estereolitografia ceramica

El método de estereolitografia se ha adaptado para hacer piezas completamente
ceramicas usando una suspension de resina fotopolimerizable con polvos ceramicos [18].
Inicialmente se propuso la adicion de rellenos como vidrios y microesferas de ceramica a
una resina cruda con el fin de reducir los tipicamente grandes Cd; se propuso que las
particulas dispersas en la resina podrian desviar la luz incidente haciendo que disminuyera

dicho pardmetro y aumentando la opacidad (31).

El proceso de estereolitografia ceramica (CSTL) cuenta con unos pasos esenciales los

cuales son: la preparacion de la suspensién resina-ceramica fotopolimerizable (Figura 1-
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3, paso 1), la creacion de la pieza (Figura 1-3, paso 2), el desaglomerado de la resina

(Figura 1-3, paso 3) y la sinterizacién del cuerpo verde cerdmico (Figura 1-3, paso 4).

Figura 1-4: Pasos de la estereolitografia ceramica. (1) preparacion de la suspension (2)

creacion de la pieza, (3) Desaglomeracion y (4) sinterizacion.
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Nombre de la Fuente: S. Zakeri, M. Vippola, y E. Levanen, A comprehensive review of the
photopolymerization of ceramic resins used in stereolithography, Addit. Manuf., vol. 35, p.
101177, oct. 2020, doi: 10.1016/j.addma.2020.101177 (31).

1.5.1 Preparacién de la suspension

La preparacion de la resina foto endurecible con particulas cerdmicas requiere de una
dispersibn homogénea de las particulas. Agregar particulas a una resina cruda
convencional aumenta notablemente la viscosidad y, por tanto, el procesamiento de dicha

resina se convierte en algo mas complejo. Inicialmente se deben secar las particulas a
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temperaturas entre 120 y 200 °C. Para disminuir la viscosidad de las resinas ceramicas y
contribuir a la reduccién del indice de refraccion (IR), se utilizan diluyentes. La idea es
manejar viscosidades inferiores a los 3000 mPa-s (31). Ademas, también se utilizan
dispersantes en contenidos bajos alrededor del 2 y 8% con relacién al volumen del polvo
ceramico con la intencion de evitar una sedimentacion rapida de la suspension solida y no
generar aglomerados de las particulas (34). Dentro de los dispersantes utilizados para
fabricar piezas por estereolitografia ceramica se encuentran el poliacrilato de amonio
(PAA-NH4) (Zzhen Wang et al. (40), algunos tensoactivos (Yihang Wei et al. (41)) y
Solsperse 17000 (Chengwei Feng et al [6]) entre otros.

Los polvos ceramicos utilizados en estereolitografia ceramica deben cumplir los siguientes

requisitos (31):

= Presentar una pequefia variacion del indice de refraccién (IR) con la resina cruda.
Los materiales ceramicos tienen IRs que oscilan entre 1,5y 2,6. Los monémeros
en su mayoria presentan IRs de aproximadamente 1,5, por lo tanto, se recomienda
utilizar polvos con IRs bajos como la silice, alimina o fosfatos de calcio los cuales

tienen un IR aproximado de 1,6.

* El polvo no debe absorber fuertemente la luz UV, ya que ésta debe penetrar la

resina para el proceso de fotopolimerizacion.

» El tamafio de particula del polvo ceramico debe ser mas pequefio (dsy) que el
grosor de la capa que se esta curando, la cual normalmente esta en el rango de 25

a 100 um. En general se sugiere un tamafio de particula entre 0.5y 10 pum.

El objetivo es lograr obtener una alta densidad de particulas para poder producir piezas
ceramicas con buena integridad dimensional y estructural, por lo cual el contenido de polvo
ceramico debe ser lo mas alto posible. Se recomienda manejar porcentajes alrededor del
50% en volumen o mas pues de esta forma se mejoran propiedades finales como la
porosidad, acelera el proceso de aglomerado, reduce la contraccion en la sinterizacion y
evita deformaciones o grietas, y permite tener piezas ceramicas sinterizadas densas y

homogéneas (31).
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1.5.2 Creacion de la pieza

La construccién de la pieza ceramica tiene pasos muy similares a la estereolitografia
convencional. Durante la fotopolimerizacion de la resina cerdmica los monémeros vy
oligbmeros actian como aglutinantes y seran los constituyentes de una matriz alrededor
de las particulas uniendo éstas entre si. En general el cuerpo compuesto es mas rigido y
resistente que la parte polimérica pura (31). Los pasos de la impresién son los mismos que
ya han sido descritos previamente.

1.5.3 Desaglomeracion

El proceso de desaglomerado tiene la finalidad de eliminar el aglutinante polimérico del
cuerpo verde, obteniendo un componente cerdmico con alta porosidad interna y baja
densidad (34). Se debe analizar previamente el comportamiento térmico de la resina para
garantizar la seleccién del tratamiento térmico adecuado para desaglomerar. El aumento
de temperatura es lento para evitar contracciones muy altas, formacion de gas y mantener
una distribucién uniforme de la temperatura durante el proceso. Normalmente se lleva
hasta 500 °C (31).

1.5.4 Sinterizacion

La sinterizacion consiste en compactar a alta presion polvos mezclados homogéneamente
y, una vez compactados, realizar un tratamiento térmico a una temperatura inferior a la de
fusion de la mezcla, obteniendo una pieza consolidada y compacta. Este procedimiento de
fabricacion proporciona una gran cohesion de los polvos, creando enlaces fuertes entre las
particulas, que acaban uniéndose en un solo bloque. En la sinterizacion, las particulas
contindan en estado solido a pesar de la alta temperatura, siempre que esta permanezca
por debajo del punto de fusién del compuesto al que se quiere dar forma. En el proceso,
la difusion atémica tiene lugar entre las superficies de contacto de las particulas para que
resulten unidas quimicamente, formando un solo bloque, Esta unién se da a través de la

formacion de cuellos entre particulas.
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En el proceso de sinterizacion del cuerpo verde una vez paso por el desaglomerado de la
resina, se presentan contracciones las cuales deben ser estudiadas y revisadas con
cuidado segun la utilidad que se le vaya a dar a la pieza final. Las temperaturas de
sinterizado dependen completamente del tipo de particula ceramica que se utilice. Para el
caso de los fosfatos de calcio, son temperaturas alrededor de los 1000 y 1100 °C (34) y

para la alimina son temperaturas alrededor de los 1700 y 1800 °C (42).

1.6 Fosfatos de Calcio

Los fosfatos de calcio (FC / CaP) son materiales ceramicos utilizados con gran interés en
los campos de la biologia, geologia, medicina e industria. Su formacién, las funciones que
pueden realizar y las aplicaciones dependen de su estructura, composicion, solubilidad y
estabilidad (43). Hoy en dia se considera que los fosfatos de calcio son de especial
importancia y los materiales desarrollados a partir de éstos se han tenido en cuenta
principalmente gracias a que son los constituyentes inorganicos mas importantes de los

tejidos duros de los vertebrados (44,45).

En el dltimo cuarto del siglo XVII aparecieron los primeros estudios sobre la estructura y
composicion de huesos, dientes y otros tipos de tejidos calcificados, y fue en 1769 cuando
el quimico y metaltrgico sueco Johan Gottlieb Gahn descubri6 la evidencia de que existian
fosfatos de calcio en los huesos. Mas adelante en el siglo XIX se expuso que los huesos
consisten principalmente de una membrana gelatinosa en el periodo mas temprano de la
vida animal, la cual con su envejecimiento adquiere gradualmente fosfatos de calcio para

adquirir la dureza y durabilidad propia de los componentes 6seos (44).

En el sistema ternario Ca(OH).-HzPO4-H>O son conocidos once fosfatos de calcio que se
distinguen entre si por la variacion de la relacion molar de calcio a fosforo (Ca/P) (43). El
nombre Apatita, es el que se le da a un grupo de minerales con la misma estructura
cristalografica y en el caso de los fosfatos de calcio se refiere a aquellos que tienen una
relacion Ca/P comprendida entre 1,5y 1,67 0seos (44). La Tabla 1-1 resume la lista de
fosfatos de calcio junto con sus parametros estructurales, producto de solubilidad y relacién
Ca/P.
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1.6.1 Estructuray composicion

De manera general se puede hablar sobre tres aspectos importantes en las estructuras de
los fosfatos calcicos: fosfatos de calcio &cidos, whitlockita y fosfato tricalcico anhidrido y

las estructuras apatititicas.

Los fosfatos de calcio acidos estan caracterizados por tener una estructura de “hoja
corrugada”, que tiene dos moléculas por celda unidad compuestas por cadenas CaH,PO,-
en donde los Ca se comparten entre dos hojas de tetraedros de PO,y donde las moléculas

de H,PO4- y H,O ocupan el espacio entre las hojas corrugadas.

Las estructuras de Whitlockita y Fosfato tricalcico anhidrido (B-TCP), son muy similares
entre si. La Whitlockita se forma en sistemas acuosos en presencia de iones de Mg?*, Fe?",
Mn?2*. En ésta los iones HPOs- y Mg?* juegan un papel importante en la estructura; mientras
que el B-TCP es un polimorfo perteneciente a la estructura molecular Cas(POa4). en la cual
no hay presencia de iones de Mg?*. A una temperatura de 1125 °C la fase B-TCP se

convierte a a-TCP.

El caso de las estructuras de la hidroxiapatita (HA) y el Fosfato Octacalcico (OCP), es muy
similar al anterior, ya que ambas son muy parecidas entre si. Los dos compuestos
presentan una estructura laminar, en el caso de la HA puede ser hexagonal o0 monoclinica,
la principal diferencia radica en el ordenamiento de los iones OH, lo cual altera fuertemente

propiedades como la cinética de disolucién del compuesto.

Para los ortofosfatos de calcio, su composicion normalmente se determina a partir de la
relacion Ca/P y cuando los sistemas son hidratados, se tiene en cuenta la cantidad de
agua. En el caso de apatitas no estequiométricas, la composicién se determina por el
contenido de hidroxidos. Tanto las apatitas como los Fosfatos de Calcio Amorfos se
caracterizan por presentar estructuras no estequiométricas y por la incorporacion de iones.
Las apatitas no estequiométricas presentan comunmente relaciones Ca/P mas bajas de
1.67 (43).
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Tabla 1-1: Caracteristicas generales de los principales Fosfatos de Calcio.

Nombre y Formula Grupo espacial y Relacion
Quimica parametros de red Ca/P
MCPM: Fosfato monocélcico Triclinico
monohidratado a=5.6261 0.50
Ca(H2P0a)2. H20 b=11.889
MCPA: fosfato monocalcico Triclinico
anhidrido a=7.5577 0.50
Ca(Hz2P04)2 b=8.2531
DCPD: Fosfato dicalcico Monoclinico
dihidratado a=5.812 1.00
CaHPO4.2H20 b=15.180
DCPA: Fosfato dicalcico anhidro Triclinico
CaHPO4 a=6.910 1.00
b=6.627
OCP: fosfato octacalcico Triclinico
Cao.sH2(PO4)s.5H20 a=19.692 1.33
b=9.523
a-TCP: fosfato tricalcico alfa Monoclinico
a-Cas(POa4)2 a=12.887 1.50
b=27.280
B-TCP: fosfato tricalcico beta | Romboédrico (Hexagonal) 1.50
B-Caz(POa)2 a=b=10.439
HA: hidroxiapatita Hexagonal 1.67
Cas(POa4)30H a=bh=9.4206
FAp: Fluorapatita Hexagonal 1.67
Cas(PO4)sF a=b=9.367
ClAp: Clorapatita Monoclinico
Cas(PO4)sCl a=9.628 1.67
b=2a
CO:zAp: Apatita carbonatada Para A- COs3Ap
A- COsAp Monoclinico
Ca10(P0O4)sCOs3 a=9.557
B- COsAp b=2a
Ca1o(P0O4)6x(CO3)zx2(0OH)2
TTCP: fosfato tetracalcico Monoclinico
Cas(P04):20 a=7.023 2.00

(Tomada y adaptada del libro “Calcium Phosphates in biological and industrial Systems”)
(43).

Los fosfatos de calcio han sido muy utilizados para aplicaciones biomédicas y dentales.
Las ventajas de la hidroxiapatita (HA) respecto a los otros fosfatos de calcio, son su

estabilidad en condiciones fisioldgicas, su biocompatibilidad, bioactividad,

osteoconductividad, no toxicidad y que no genera inflamaciones perjudiciales, ademas de
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gue su composicién es muy similar a la del hueso. Hay estudios que han demostrado que
los andamios porosos de hidroxiapatita han presentado mejores resultados en términos de
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular de las células del tipo de los osteoblastos,
en comparacion con la HA denso sinterizado. A su vez, el fosfato tricalcico 3-TCP, también
proporciona grandes ventajas frente a otros materiales como la alimina y la zirconia, pues
es bioabsorbible, faciimente asimilable, biocompatible y quimicamente similar al
componente mineral del hueso y dientes. Aunque la HA suele ser similar al hueso humano
receptor, su degradacién es mas lenta que la del 3-TCP, que se absorbe més rapidamente
y se sustituye por hueso recién formado, lo que hace que este material sea muy beneficioso
en situaciones donde se necesita la pronta degradacion (46).

1.6.2 Sintesis de fosfatos de calcio

Existe una gran variedad de rutas que se utilizan para la preparacion de fosfatos de calcio
como estado sélido, rutas quimicas sol gel, precipitacién, coprecipitaciéon, hidrotermal,

métodos de combustidn, entre otros.

Entre los métodos en seco se encuentra el de estado sélido y el mecano-quimico. En el
primero se obtienen particulas de tamafio micrométrico, con geometrias diversas y porosas
y con fases de HA y B-TCP. Es una metodologia de bajo costo y que permite ser escalable,
sin embargo, se obtienen grandes aglomerados, hay baja homogeneidad composicional y
distribuciéon de tamafio de particula irregular (47). Las rutas en estado sélido se usan
frecuentemente para la fabricacion de compuestos ceramicos. Para el caso de la
metodologia mecano-quimica las particulas que se obtienen son de tamafio nanomeétrico,
son con formas de nano granos o varillas, la fase que predomina es HA, es de bajo costo,
permite obtener buena cristalinidad y alta reproducibilidad; su desventaja es que las
muestras se pueden contaminar durante la molienda y también se forman grandes

aglomerados (48).

Hay diferentes tipos de métodos quimicos. En la precipitacion se obtienen particulas de
tamafios variados entre nanométricos y micrométricos (49) y en la coprecipitacion las
particulas son nanométricas (50). En general estas rutas son simples y permiten controlar

el tamafio de las particulas manejando el tiempo de envejecimiento y la temperatura de
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reaccion (51). La estructura que se obtiene por esta técnica comunmente es HA, pero la
gran desventaja es que se da aglomeracion en los productos y no hay facil control de los

parametros de reaccion.

Por la metodologia Sol-gel se da un alto control estequiométrico, las particulas obtenidas
son esféricas con tamafio nanométrico y pueden alcanzar hasta algunas micras, las fases
principales que se obtienen son HA y B-TCP, pero los procesos solo se pueden hacer a
baja escala, los reactivos son costosos y los productos resultan con grandes aglomerados.

Las reacciones hidrotermales se fundamentan en el uso de autoclaves donde se pueda
tener un control de la temperatura y la presion, las cuales son condiciones criticas durante
la sintesis para los procesos de cristalizacion y disolucion, puesto que pueden acelerarlos
para obtener sistemas de contornos de superficies regulares y de tamafios bien definidos.
En esta técnica también es importante controlar el pH. Las particulas que se obtienen
pueden ser tanto nanométricas como micrométricas y pueden ser de multiples fases como
HA, B-TCP, entre otros. Su gran desventaja es que las producciones son a baja escala y
cuando se deben usar surfactantes para el control de los tamafios de particulas, éstos
pueden ser costosos (52-55).

Las técnicas de combustion son reacciones quimicas exotérmicas producto de
fendmenos de oxido-reduccion entre los precursores de los 6xidos deseados (por lo
general sales) los cuales dentro de la reaccion corresponden a los oxidantes y un reductor
gue corresponde al combustible empleado. Usualmente los combustibles empleados
pueden ser acido citrico, glicina, urea, entre otros. En estas reacciones el calor liberado
producto de la oxido-reduccién entre el combustible y el oxidante permite alcanzar una
temperatura conocida como la temperatura de flama, la cual afecta a su vez de forma
directa o indirecta las propiedades morfolégicas finales de los polvos. En esta metodologia
se da la formacién de fases de HA, B-TCP, DCPD y mezcla de fosfatos. El inconveniente
es que el control de la morfologia es complejo pero los agregados que se forman son
nanomeétricos, ademas es una metodologia de bajo costo, con montajes simples,
economica y que permite ser implementada en variedad de aplicaciones avanzadas (56—
58).

La sintesis por combustion en solucién es una metodologia que ahorra tiempo y

energia, en la cual los productos finales que se obtienen son de gran pureza de fase y con
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caracteristicas de polvo superiores como mayor area superficial, distribucion de tamafio de
particula estrecha, aglomeracién 6ptima y mejores propiedades de sinterizacién. Otra gran
ventaja es que puede utilizarse con una gran variedad de precursores, tanto solubles como

insolubles.

Basicamente, la sintesis por combustidn en solucidén consta de tres pasos principales como
son la formacion de la mezcla de combustion, la formacion del gel y la combustion del gel,
como se muestra en la Figura 1-4. Los precursores se mezclan en una solucion acuosa
con un combustible organico y se expone al calor. Tras la deshidratacién de la solucién,
se forma una red de gel en la mezcla de combustion. El proceso de combustion entre el
combustible y el oxidante, los cuales estan conectados en la red de gel, se inicia mediante
la fuente térmica. La descomposicion del gel debe ser preferiblemente en un solo paso,
uniforme, rapida y en un estrecho intervalo de temperaturas para garantizar que no se dé
la formacién de productos no deseados. Después de unos pocos segundos, se obtiene un
polvo esponjoso, en donde las caracteristicas de éste estan relacionadas con los
pardmetros de sintesis elegidos (59).

Figura 1-5: Esquema de los pasos de la sintesis de combustion en solucién.

Combustible

Precursores

Agua
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8
Formacion de Formacion Combustion Cenizas de la
la mezcla de del gel del gel combustion

combustion

Nombre de la Fuente: Tomada como referencia de (59), adaptada y traducida por Carolina

Duque Uribe.

Mas informacion del proceso de combustion en solucion y de la metodologia detallada que

se llevd a cabo en esta tesis, se encuentra en el anexo B.
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1.7 Alumina

El 6xido de aluminio, mas conocido como alimina (Al2Os3), es uno de los componentes mas
importantes en la constitucién de las arcillas y esmaltes pues confiere propiedades como
elevado punto de fusion, dureza y otras propiedades que lo convierten en un material
cerdmico Util para su uso a nivel industrial. Este material existe en la naturaleza en forma
de corind6n y de esmeril, la primera es la forma mas comun de 6xido de aluminio cristalino,

siendo termodindmicamente mas estable.

Comunmente, a nivel industrial se emplea el método Bayer para producir alimina a partir
de la bauxita (60). Esta ultima es una roca sedimentaria con un contenido de aluminio
relativamente alto, siendo la principal fuente de éste en el mundo. En el proceso Bayer, la
bauxita se lava, se pulveriza y se disuelve en hidroxido de sodio a alta presion y
temperatura, resultando un liquido el cual contiene una disolucion de aluminato de sodio y
residuos como hierro, silicio y titanio. Los residuos se dejan depositar en el fondo de los
tanques contenedores para ser eliminados posteriormente. La solucion de aluminato de
sodio clarificada se bombea dentro de un precipitador afiadiendo particulas finas de
alimina con el fin de inducir la precipitacién de las particulas de alimina puras, lo que se
conoce como proceso de siembra, y una vez que el liquido se enfria, las particulas se
depositan en el fondo, se extraen y son sometidas a una temperatura de 1100°C para
eliminar el agua contenida, producto de la cristalizacién. El resultado es un polvo blanco

de alimina pura.

A nivel industrial la alimina es utilizada de muchas maneras, como aislante térmico y
eléctrico, como recubrimiento para evitar procesos oxidativos, para la absorcion de agua,
entre otros. Ademas, se sabe que las propiedades fisicoquimicas que posee la alimina
hacen que juegue un papel importante en el uso de ésta para aplicaciones biomédicas. Su
alta dureza y resistencia a la abrasiéon, asi como su energia superficial y estabilidad
guimica, la han hecho un excelente material para su uso a nivel biol6gico sobre todo en

temas de regeneracion 6sea (61).
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1.8 Scaffolds en la Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es un area interdisciplinaria pues engloba conocimientos tanto
ingenieriles como de ciencias de la vida, enfocados hacia el desarrollo de sustitutos
biolégicos que restauran, reemplazan, mantienen o mejoran las funciones de los tejidos.
Entre los 3 principios bajo los cuales funciona este tipo de ingenieria son: reemplazo de
células que tienen funciones necesarias, entrega de sustancias inductoras de tejidos, ya
sean factores de crecimiento o diferenciacion y células que crecen en andamios

tridimensionales (62).

Los scaffolds o andamios, vistos desde un enfoque biolégico, son implantes con ciertas
caracteristicas necesarias, los cuales sirven como estructura de soporte de células que
son sembradas en ellos para permitir que éstas crezcan y generen matriz extracelular y
tejidos nuevos (26). El scaffold debe tener alta porosidad y un tamafio de poro adecuado,
debe tener un area superficial amplia, en ocasiones debe ser biodegradable y su tasa de
degradacién debe ser comparable con la del crecimiento del nuevo tejido, debe tener
integridad mecanica para mantener la estructura y sobre todo no debe ser téxico para las
células, es decir debe estar hecho con un material biocompatible y la interaccion con éstas
debe ser positiva para mejorar la adhesion celular, la proliferaciéon y crecimiento, la

migracion y la diferenciacion (62).

La estereolitografia se ha convertido en una alternativa viable para la fabricaciéon de
scaffolds dado su potencial para controlar la resolucion y fabricar piezas de geometrias
complejas. Se conocen trabajos donde se fabrican scaffolds de materiales compuestos
polimero-cerdmico y completamente ceramicos. Con los materiales compuestos se han
utilizado diferentes tipos de particulas para mezclarlas con resinas fotopolimerizables.
Dentro de las particulas se cuentan nanotubos de carbono, grafeno, nano silicatos,
ceramicas, entre otros. El objetivo de fabricar compuestos es la mejora en propiedades
mecanicas, térmicas o eléctricas o incrementar la biocompatibilidad. Es coman encontrar
el uso de dispersantes para disminuir la viscosidad de las resinas y mejorar la penetracion

de la luz en el proceso de impresion (63).

Particulas ceramicas como circonia, vidrio bioactivo, alimina e hidroxiapatita o fosfatos de

calcio se han utilizado con los fotopolimeros para mejorar la resistencia mecanica y sobre
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todo la bioactividad (63) creando scaffolds con fines biomédicos potenciando ciertas
caracteristicas segun las necesidades. Weiguo Bian et al. (64) crearon un scaffold
“bifasico” inspirado en el complejo osteocondral con una fase de hueso con una red de
canales 3D, una fase de cartilago y una estructura interfase transicional entre el cartilago
y el hueso. La composicion fue Fosfato tricalcico y colageno tipo | y se utilizé para su
realizacién una combinacion de estereolitografia ceramica y la técnica de gel casting. Jin
Woo Lee et al. (65) también trabajaron con la mezcla de un polimero (poli (fumarato de
propileno)) e Hidroxiapatita para crear, en este caso, una pieza dental. En ambos estudios
se reporté que la técnica de estereolitografia es superior a otras para la fabricacion de
elementos con estructuras muy refinadas. O. Guillaume et al. (66) plantearon un scaffold
compuesto de polimero y particulas de tamafio hanométrico de HA. En la investigaciéon
comparan diferentes porcentajes de carga ceramica en la resina y descubren que, a mayor
carga ceramica, aumentoé la hidrofilicidad, la rugosidad de la superficie, las propiedades
mecanicas y la biocompatibilidad. En el laboratorio de ceramicos y vitreos de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin, se trabajo la técnica de estereolitografia para
obtener un scaffold de material hibrido entre una resina comercial de naturaleza acrilica e
hidroxiapatita. Se obtuvieron scaffolds con geometria interconectada a los cuales se les
observd un comportamiento mecanico en donde las particulas de HA participaban
mejorando la resistencia a mayor concentracion de éstas. La resina al ser hidrofébica
oblig6 a que se hiciera un proceso de deposicion de plasma para mejorar las condiciones
de mojabilidad de la superficie de los scaffolds. Estos, al estar en contacto con la linea
celular L929 demostraron ser biocompatibles y bioactivos favoreciendo la proliferacion

celular lo cual no ocurria con los scaffolds que no tenian particulas de HA (67).

Los materiales ceramicos tienen muchas aplicaciones debido a sus propiedades como
dureza, resistencia, buen comportamiento a altas temperaturas, resistencia al choque
térmico, gran estabilidad quimica y ausencia de citotoxicidad (31,34). Sin embargo,
siempre ha sido un reto darles forma y procesarlos debido a su fragilidad; ademas los
métodos convencionales de procesamiento ceramico como lo son el prensado, la extrusion
o el colado, no permiten producir piezas con altos detalles y precisién, se consume mas
energia (68) y tiempo, se necesitan moldes y las piezas sinterizadas deben ser

mecanizadas finalmente (31).

La implementacion de la manufactura aditiva con ceramicos ha sido muchisimo mas lenta

gue con materiales como polimeros debido al problema que se presenta para obtener
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piezas con buena resolucién (34). Asi, la estereolitografia, una de las técnicas de
manufactura aditiva mas antiguas, surge como solucion gracias a la forma en la que trabaja
solidificando resinas mediante luz, permitiendo la creacion de cuerpos mas precisos y
detallados. El método se ha adaptado usando una suspension fotopolimerizable de polvos
ceramicos con el liqguido de monémeros o resina (32).Con la técnica de estereolitografia
se han desarrollado diferentes cuerpos con ceramicos, empleando alimina, circonia,
carburo de silicio, diferentes fosfatos de calcio entre otros (8-11,17,18,31,32,34,69-75).

Uno de los primeros en mencionar la adicién de rellenos como vidrios 0 microesferas
ceramicas a una resina cruda fue Fan quien tenia como proposito reducir el parametro Cd.
La adicién de particulas haria que la luz se dispersara dando como resultado un
decrecimiento en el valor de Cd, aumentando la opacidad de la resina (31). Griffith et al.
trabajaron en la dispersion de polvos ceramicos diversos tales como alimina, silica y

nitruro de silicio en una resina curable en el UV con cargas alrededor del 45-55 vol% (34).

Diferentes autores han abordado el tema de scaffolds basados en alimina, demostrando
gue con este material se pueden obtener piezas de alta calidad, bajo coste, buena
porosidad y buenas propiedades mecanicas gracias a las microestructuras obtenidas. Di
An et al. (68) trabajaron con una carga del 50% en volumen de Al,Os y una mezcla organica
de acrilamidas. Su proceso fue a través de la técnica de estereolitografia y usaron un
tratamiento térmico para eliminar la resina con un posterior sinterizado, permitiendo
obtener sus piezas cerdmicas adecuadamente. En el caso de Anténio V.M Esteves et al.
(16) trabajaron una mezcla de alimina e hidroxiapatita a diferentes porcentajes con una
arquitectura del hueso trabecular fabricados por DLP. La carga ceramica fue del 55% en
peso en la resina. Los autores mencionaron que la adicién de Hidroxiapatita a las mezclas
genera la formacién de Hibonita lo que hace que se contrarresten las caracteristicas a nivel
mecanico que da la alimina, pero favorece la osteoconductividad (61). En general el uso
de alimina se ha incrementado notablemente para &mbitos médicos como alternativa para
reemplazar piezas metédlicas en componentes femorales o dentales (69) debido a sus
buenas propiedades mecénicas, de anticorrosion y estabilidad quimica, lo cual evita que
se disuelva en el medio fisiolégico. Sin embargo, este material estd limitado por su
capacidad de desarrollar una membrana fibrosa no adherente en la interfase cuando se
utiliza como material de implante. Ademas, la bio inercia de la alimina es una gran

desventaja para la fabricacion de scaffolds, ya que parece no ser capaz de mejorar la
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osteointegracion. Algunos estudios mencionan el uso de recubrimientos con hidroxiapatita
para mejorar lo anterior (46), o se deberia considerar el uso de otro tipo de elementos
externos al material ceramico para proporcionar propiedades que quiza solo no posea,
como se trabaja en esta tesis, utilizando productos naturales para conferirle mejores

propiedades biologicas aprovechando las buenas caracteristicas mecanicas de la alimina.

Comparada con la alimina, la circonia tiene una mayor resistencia a la flexion, una
tenacidad mucho mayor, un médulo de Young menor y una capacidad de ser pulida para
tener mejor acabado superficial superior. Este material también se ha utilizado con fines
médicos gracias a sus caracteristicas mecanicas y al ser inerte no genera reacciones
adversas en el cuerpo (69). Se han utilizado diferentes tipos de circonia como la 3Y-TZP,
la ZTA (almina circonitrica infiltrada en vidrio) y la Mg-PSZ (circonia parcialmente
estabilizada). La Y-TZP (circonia tetragonal estabilizada con itrio) tiene unas propiedades
mecanicas mas elevadas en comparacion con las otras, y en general es la mas utilizada
con fines biomédicos. Algunas de las limitaciones del Y-TZP son su baja conductividad
térmica y su rapida degradacion cuando se expone a altas temperaturas, lo que reduce la
resistencia y la tenacidad (46). Jong-Hyun Kim et al. (76) realizaron un trabajo en donde
crearon piezas dentales a través de la técnica de estereolitografia o proyeccién digital por
laser (DLP) con carga ceramica del 50% en peso. Después de un proceso térmico de
degradacién del aglutinante y sinterizado, obtuvieron las piezas sin defectos apreciables,
con una buena densificacién y por ende una alta resistencia a la flexion y alta transmitancia
Opticas. La circonia se ha utilizado ampliamente para aplicaciones dentales (69,76,77). Sin
embargo, la gran desventaja que poseen los implantes totalmente ceramicos de este
material es que, una fraccion elevada de particulas ceramicas puede provocar un desgaste
excesivo de los dientes naturales opuestos por abrasion (78) y los métodos de fabricacién
de ceramicas con propiedades deseables y geometrias complejas siguen siendo ineficaces

y requieren una gran cantidad de energia (79).

Zhen Wang et al (80) disefiaron scaffolds con porosidad en gradiente, similar al que
estudiaron con una seccion transversal de fémur natural, que presentaron un buen
comportamiento teniendo un mddulo elastico comparable al hueso esponjoso, Xiangjia Li
et al (81) realizaron un scaffolds con una estructura jerarquica biomimética de poros en
este caso utilizando hidroxiapatita (HA) y fosfato tricalcico (TCP), donde las particulas de
HA/TCP eran de tamafio nanométrico. Zibo Liu et al (74) también hicieron andamios

ceramicos de HA, Laurent Le Guéhennec et al. (82) pellets y scaffolds para estudios in vivo
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e in vitro con HA y fosfatos de calcio bifasicos, Sa Liu et al. (17) prepararon una resina
ceramica con una base polimérica de acrilatos comerciales y particulas g-TCP para la
creacion de scaffolds cilindricos con poros cuadrados interconectados. En todos estos
estudios, se mostraron buenos efectos de biocompatibilidad y proliferacién celular. Aunque
la técnica de cargar la resina con las particulas ceramicas para llevar a cabo el proceso de
curado es actualmente muy utilizada, se han propuesto diferentes trabajos en donde se
utiliza la estereolitografia con el fin de crear moldes huecos para colar en ellos la pasta
ceramica de composicion apatitica y asi fabricar piezas menos porosas. T.M. Gabriel Chu
et al. (71,83) trabajaron con HA, realizando moldes con diferentes caracteristicas
geométricas para poder hacer las piezas ceramicas que se necesitaban. Inicialmente
disefiaron un archivo CAD y después la técnica de STL y llevaron a cabo el molde o pieza
hueca de material polimérico de naturaleza epoxi. Una vez terminados éstos, agregaron
una resina a base de acrilatos con un 40% en volumen de hidroxiapatita al molde y se curd
hasta obtener un soélido. Finalmente, todo el conjunto de molde y pieza con ceramica, lo
exponen a un tratamiento térmico en donde la estructura epoxi y el aglutinante de acrilatos
son eliminados y las particulas de HA son sinterizadas quedando con la geometria en
principio deseada. Las piezas realizadas con canales ortogonales o radiales fueron
evaluadas mecanica y biolégicamente. Ambos tipos mostraron regeneracién 6sea normal,
sin embargo, la forma general de hueso regenerado era significativamente diferente entre
ambas, lo que daba pie para empezar a pensar que controlando la geometria del injerto o
andamio que se pusiera, se controla la formacién del hueso que se regenerara. Asi mismo,
Jong Young Kim et al. (84) realizaron satisfactoriamente scaffolds de HA haciendo uso de
un molde creado por STL. La pieza polimérica era a base de una resina comercial,
posteriormente se inyectaron particulas de HA al cuerpo hueco y se llevé el conjunto
completo a un tratamiento térmico para eliminar el polimero y sinterizar la ceramica. Esta
metodologia les permiti6 crear los scaffolds cerdmicos con buenas propiedades

morfoldgicas.

Varios trabajos se trazan como objetivo el estudio de las estructuras, sus geometrias y
como éstas influyen bioldgica y mecanicamente. Chen Jiao et al. (85) investigaron scaffolds
con porosidad irregular basados en el poligono Thiessen (Voronoi) que mantuvieron
buenas propiedades mecanicas y cuando tienen una irregularidad moderada, la resistencia
a la compresion aumenté en un 30% debido a que se evita la concentracion de tensiones

y se cambia la trayectoria de transferencia de estas. Antonio V.M. Esteves et al. (16)
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crearon una suspension de dos materiales diferentes, Alimina e HA y realizaron scaffolds
con la estructura similar a la de un hueso humano, es decir, con poros irregulares
interconectados. Christina Schmidleithner et al. (8) hicieron scaffolds ceramicos también
por la técnica de DLP en este caso con fosfato beta-tricalcico (B-TCP) con cuatro
geometrias diferentes para compararlas entre si, obteniendo también buenos resultados y
presentando que las estructuras fabricadas de B-TCP pueden tener aplicaciones
prometedoras igualmente en la ingenieria de tejidos. Jin-Ho Kang et al. (86) con la
fabricacién de scaffolds con 3 estructuras diferentes; octaédrica, circular y cuadrada, con
poros interconectados, comparando las caracteristicas entre si, demostraron que la
estructura octaédrica tenia mejores propiedades mecanicas e incluso mostraron que éstas
tenian una diferencia notoria en la proliferacion y diferenciacion celular, lo que indica que
un cambio en la estructura geométrica del andamio preparado por el proceso de STL,
utilizando bioceramicas, tiene un efecto fisico y biol6gico positivo significativo. Haowen
Liang et al. (87) también realizaron la comparacion entre 3 estructuras de scaffolds
diferentes de HA: una superficie TPMS Schwartz P., una cubica centrada en el cuerpo y
en forma de poro cubico. Presentando que los tres tipos de scaffolds presentaban
propiedades de compresién comparables con las del hueso esponjoso y buenas
propiedades de biocompatibilidad.

Ademas de la composiciéon quimica que deben tener los scaffolds para que se cumplan
todas las caracteristicas necesarias, una estructura 6ptima es fundamental, tanto para
tener buenas propiedades mecanicas como bioldgicas (osteoconductividad) (75), como ha
sido mencionado. En la busqueda de geometrias que satisfagan dichas cuestiones, se ha
estado investigando una morfologia conocida como superficies minimales triplemente
periédicas o TPMS en las cuales una sefial periddica construye estructuras reticulares
tridimensionales mediante la interconexién de una celda unidad. Estas estructuras
garantizan, a través de su disefio, una porosidad interconectada y un control del porcentaje
de porosidad y del tamafio de estos. Las TPMS tienen dos méritos importantes, por una
parte, la estructura completa puede expresarse con precision mediante funciones
matematicas. Gracias a esto, la porosidad o el volumen de la superficie especifica pueden
controlarse directamente ajustando los parametros de la funcion. Por otro lado, las
superficies de los TPMS son muy suaves, sin bordes afilados ni uniones como las de las

estructuras reticulares lo cual mejora la proliferacion celular (5). Estas configuraciones,
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junto con el desarrollo de ellas, a través de la manufactura aditiva, permite la obtencién de

scaffolds con mayor complejidad favoreciendo la ingenieria tisular en si misma.

Ihsan Ullah et al. (75), Ya. Yu Filippov et al. (88), Xiang Li et al. (89), Hao Zhu et al. (11), y
Xiaolong Huang et al (90) fabricaron scaffolds con geometria giroide (TPMS) usando
estereolitografia con fosfatos de calcio obtenidos por diferentes métodos, demostrando en
general, que dichas estructuras mostraban alto potencial a nivel biolégico ya que inducian

correctamente el crecimiento de tejido y la integracion con el andamio.

Algunos trabajos recientes, como el publicado por Yue Wang et al. (91) utilizan fosfatos
de calcio bifasico de tamafio nanométrico para crear un scaffold con estructura giroide,
poros cuadrados interconectados, poros triangulares interconectados y poros circulares
interconectados. Con una suspension con 65% en peso de carga ceramica, estudian los
diferentes efectos de dispersion, concentraciones del fotoiniciador y propiedades
reologicas. El dispersante éptimo para trabajar fue 9% en peso de BYK11ll para la
modificacion de la superficie de las nanoparticulas, la concentracion adecuada del
fotoiniciador dependi6 de la dosis de energia y en general los scaffolds presentaron buenas
propiedades mecénicas y bioldgicas. En el trabajo de K. Prem Ananth et al. (92) también
trabajan con una ceramica bifasica de fosfatos de calcio para la creacion de piezas por
estereolitografia utilizando cargas ceramicas de 40 vol% y 9% en peso de Disperbyk (BYK)
como dispersante. En este caso las geometrias fueron circulares y tipo concha y se
estudiaron los diferentes tipos de sinterizado y se hicieron ensayos biolégicos respaldando
la aplicacion en regeneracion 6sea. El estudio de la afectacion de las muestras en funcién
de la temperatura de sinterizado de éstas, también lo estudiaron Hsuan Chen et al. (93)
con suspensiones con fosfatos de calcio bifasicos de 30, 40 y 50 % en peso; y los efectos
de las porosidades de las muestras lo han examinado autores como P. V. Evdokimov et
al. (94) utilizando geometrias con porosidad en gradiente con suspensiones entre 20 y 30

vol% de fosfatos de calcio.

Aungue se han desarrollado estudios en donde trabajan los fosfatos de calcio como
materia prima para realizar piezas ceramicas con fines bioldgicos, y las TPMS son bastante
trabajadas hoy en dia, no se ha encontrado ninguna referencia que date que esto se esté
desarrollando en Colombia, y sobre todo, los trabajos que hablan de TPMS no ahondan

mucho en el tema de la geometria y su influencia a nivel celular, tema tratado en un trabajo
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anterior del grupo de materiales ceramicos y vitreos con diferente técnica de manufactura

aditiva y diferente material ceramico (5).






2.0btencion de scaffolds
ceramicos de alumina a partir de
estereolitografia ceramica con
potencial aplicacion en
regeneracion de tejido 6seo.

En este capitulo se presenta toda la investigacion que resulté del trabajo previo con las
particulas de alimina. Este trabajo se hizo para afianzar la técnica de estereolitografia
ceramica antes de llevar a cabo todo el trabajo con fosfatos de calcio y darles solucién a

los objetivos de esta tesis.
Abstract

Tissue engineering proposes scaffolds as an alternative for the treatment of different
diseases and injuries affecting bone tissue. Scaffolds mimic the extracellular matrix so they
must be highly porous, with well distributed and interconnected pores. Triple periodic
minimal surfaces (TPMS) are structures whose characteristics fit well with these
requirements. Ceramic stereolithography 3D printing allows these complex geometries to
be precisely obtained using ceramic materials. Alumina (Al.Os) is a ceramic material well
known for its chemical and mechanical stability properties. The use of alumina in biomedical
applications as an alternative to replace metal parts in bone components has been
increasing. In this work, a suspension of alumina particles in a light-curing resin is
developed in order to be implemented in the printing of ceramic scaffolds with TPMS-type
geometries by the ceramic stereolithography technique for possible biomedical
applications. The resin used is acrylic in nature and the alumina particles are micrometer
sized. The rheological behavior of the suspension was studied with ceramic load

percentages of 35, 40 and 50 vol% in order to choose the most favorable conditions for
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printing the parts. The three suspensions presented low viscosities, being the 50 vol%
sample the one that presented the highest viscosity, with an average value of 0.77 Pa:s.
These viscosities were suitable for the ceramic stereolithography printing process.
Scaffolds with TPMS Gyroid and Schwartz P. geometry were obtained and morphologically
and mechanically characterized before and after sintering. The scaffolds made with the
polymer-ceramic combination before sintering showed better compressive strength than
the sintered parts. All-ceramic scaffolds with gyroid geometry showed compressive strength
values of 0.4 MPa, which is comparable to that of human trabecular bone. The alumina
scaffolds with gyroid geometry were impregnated with propolis extracts from the region of
Arauca, Colombia in order to evaluate their antimicrobial activity against the standard
strains Staphylococcus aureus (ATCC 29212) and Escherichia coli (ATCC 25922). The
scaffolds evaluated showed better antibacterial activity in the case of the S. aureus strain.
The 50AIl scaffolds after sintering were subjected to a degradation test in PBS where the
chemical stability of the resin was verified since the samples at days 1, 5, 8 and 12
maintained the initial weight and no significant changes were observed in the percentage

of weight loss.

Resumen

La ingenieria tisular propone los scaffolds como alternativa para el tratamiento de
diferentes enfermedades y lesiones que afectan el tejido 6seo. Los scaffolds imitan la
matriz extracelular por lo que son altamente porosos, con poros bien distribuidos e
interconectados. Las superficies minimales triplemente periddicas (TPMS) son estructuras
cuyas caracteristicas se ajustan bien a estos requerimientos. La impresién 3D por
estereolitografia ceramica permite la obtencién de estas geometrias complejas con
precision utilizando materiales ceramicos. La alimina (Al.Os) es un material ceramico bien
conocido por sus propiedades de estabilidad quimica y mecanica. El uso de alimina en
aplicaciones biomédicas como alternativa para reemplazar piezas metalicas en
componentes 0seos, ha ido en aumento. En esta seccion del trabajo se desarrolla una
suspension de particulas de alimina en una resina fotopolimerizable con el fin de ser
implementada en la impresion de scaffolds ceramicos con geometrias tipo TPMS por la

técnica de estereolitografia ceramica para posibles aplicaciones biomédicas. La resina
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utilizada es de naturaleza acrilica y las particulas de alimina son de tamafio micrométrico.
Se estudid el comportamiento reolégico de la suspension con porcentajes de carga
cerdmica de 35, 40 y 50 vol% y asi escoger las condiciones més favorables para la
impresion de las piezas. Las tres suspensiones presentaron viscosidades bajas, siendo la
muestra de 50 vol% aquella que present6 mayor viscosidad, con un valor promedio de 0.77
Pa-s. Dichas viscosidades fueron adecuadas para el proceso de impresion por
estereolitografia ceramica. Se obtuvieron scaffolds con geometria TPMS Giroide vy
Schwartz P. los cuales fueron caracterizados morfolégica y mecanicamente antes y
después del sinterizado. Los scaffolds fabricados con la combinacién polimero-ceramico
antes del sinterizado presentaron mejor resistencia a la compresion que las piezas
sinterizadas. Los scaffolds completamente cerdmicos con geometria giroide presentaron
valores de resistencia a la compresién de 0.4 MPa, valor que es comparable con el del
hueso trabecular humano. Los scaffolds de alimina con geometria giroide se impregnaron
con extractos de propdleos provenientes de la region de Arauca, Colombia con el fin de
evaluar su actividad antimicrobiana frente a las cepas estandar Staphylococcus aureus
(ATCC 29212) y Escherichia coli (ATCC 25922). Los scaffolds evaluados presentaron
mejor actividad antibacteriana para el caso de la cepa S. aureus. Los scaffolds de 50Al
después del sinterizado fueron sometidos a una prueba de degradacion en PBS en donde
se comprobd la estabilidad quimica de la alimina ya que las muestras a los dias 1, 5, 8 y
12 mantuvieron el peso inicial y no se observaron cambios significativos en el porcentaje

de pérdida de peso.

2.1 Introduccidn

Alrededor del mundo cientos de personas sufren de traumatismos o enfermedades éseas
gue los obligan a buscar tratamientos en donde se requieren reparaciones o reemplazos
del hueso afectado (5). En muchas ocasiones se pueden llevar a cabo autoinjertos, sin
embargo, los procedimientos quirdrgicos requeridos son dolorosos para el paciente y se
puede comprometer el funcionamiento del érgano o tejido sano, ademas en muchas
ocasiones el tejido extraido para utilizar como sustituto puede ser insuficiente o el tamafio
y la forma de este no coincide con el defecto a reparar (6,7). Los injertos provenientes de

materiales fabricados sintéticamente surgen como una solucién a la necesidad de dichos
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reemplazos (7), valiéndose de la ingenieria tisular y medicina regenerativa en la que se

ofrecen alternativas para recuperar la funcion de los tejidos dafiados.

La ingenieria de tejidos se estructura mediante tendencias generales y se enfoca en tejidos
especificos, como es la regeneracion del tejido 6seo, que a su vez se sustenta en el uso
de biomateriales de origen natural o sintético para llenar defectos, el uso de terapias
celulares o biomoléculas concentradas a partir de sangre (como plasma rico en plaquetas
u otros) y el uso de andamios tridimensionales para el reemplazo de tejidos. Estas ultimas,
son estructuras las cuales imitan las caracteristicas de la matriz extracelular y permiten su
incorporacion en el cuerpo huésped (5,95-98). Los andamios que se utilizan para la
regeneracion 6sea deben ser porosos y poseer buena estabilidad mecanica para asi
favorecer la integracion con el tejido y la angiogénesis, lo cual es indispensable para la
regeneracion (8). Los scaffolds pueden ser biodegradables, biocompatibles o inertes,
permitiendo la coexistencia entre el material y el tejido nuevo sin afectar el entorno
bioldgico (5). Las propiedades biomecanicas deben ser compatibles con el tejido nativo,
por lo que es necesario lograr una relacion Optima entre la porosidad, la resistencia
mecanica y tamafio de poro para formacion del nuevo tejido 6seo (8). Asi, las geometrias
como las superficies minimales triplemente peridédicas (TPMS) resultan atractivas para la
creacion de andamios, ya que tienen un disefilo que garantizan una porosidad
interconectada y un control adecuado de ésta (99). Se han estudiado los comportamientos
de compresién de estas estructuras debido a su porosidad y capacidad de absorber
energia (100-103) lo que resulta muy prometedor para aplicaciones en reparaciones del
tejido Gseo si se logra llegar a un equilibrio entre las propiedades mecanicas propias de la
geometria y del tipo de material que se utilice. Ademas, se ha demostrado que en scaffolds
con curvaturas como las obtenidas con este tipo de superficies, el tamafio y la forma de
los poros tienen una alta influencia en el rendimiento celular (5). Ademas, estas estructuras
muestran una mayor permeabilidad a los fluidos lo que es beneficioso para el suministro

de nutrientes in vivo (9).

La manufactura aditiva o impresion 3D facilita la construccion de scaffolds con geometrias
tipo TPMS, las cuales tienen un grado de complejidad casi imposible de alcanzar a través
de técnicas convencionales de manufactura. Comprende varios métodos con adicion de
material capa a capa que permite disefiar estructuras porosas e interconectadas y permite

tener mayor libertad en la creacion de piezas sin necesidad de utilizar moldes o ensambles
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adicionales (26,29). Entre las diferentes técnicas de impresion 3D que existen, se destacan
la estereolitografia (STL) y la proyeccion digital de luz (DLP), debido a que tienen ventajas
como el alto grado de precisién que se puede alcanzar, los bajos costos de fabricacion, los
tiempos de ciclos cortos (10) y mayor eficiencia de impresion (9). Estas técnicas consisten
en la solidificacion de una resina o fotopolimero que se encuentra inicialmente en estado
liquido, mediante un haz de laser o la proyeccién digital de luz por imagenes, con una
frecuencia y potencia luminica concretas, normalmente en el espectro UV. La luz sigue la
superficie y su contorno sucesivamente capa a capa solidificando el material hasta tener

la pieza tridimensional final (26).

El método de estereolitografia se ha adaptado para hacer piezas completamente
ceramicas usando una suspension de resina fotopolimerizable con polvos ceramicos (32).
Inicialmente se propuso la adicion de rellenos como vidrios y microesferas de ceramica a
una resina cruda, planteando que las particulas dispersas en la resina podrian desviar la
luz incidente haciendo que disminuyera la profundidad de curado y aumentando la
opacidad (31). El proceso de estereolitografia ceramica (CSTL) cuenta con unos pasos
esenciales los cuales son: la preparacion de la suspension resina-ceramica
fotopolimerizable, la creacion de la pieza, el desaglomerado de la resina y la sinterizaciéon
del cuerpo verde cerdmico. El objetivo es lograr obtener una alta densidad de particulas
para poder producir piezas cerdmicas con buena integridad dimensional y estructural, por
lo cual el contenido de polvo ceramico debe ser lo mas alto posible. Se recomienda
manejar porcentajes alrededor del 50% en volumen pues de esta forma se mejoran
propiedades finales como la porosidad, acelera el proceso de desaglomerado, reduce la
contraccién en la sinterizacion y evita deformaciones, lo que permite tener piezas

ceramicas sinterizadas densas y homogéneas (31).

Se conocen trabajos donde se fabrican scaffolds de materiales compuestos polimero-
cerdmico y completamente ceramicos. El propoésito de fabricar compuestos es la mejora
en propiedades mecanicas, térmicas o eléctricas o incrementar la biocompatibilidad
(9,31,32,34,63,69,70,72). La mayoria de los trabajos donde se utiliza la alimina mezclada
con aglutinantes poliméricos para estereolitografia, abordan el estudio de las propiedades
mecanicas del objeto resultante, la reologia y comportamiento de la suspension, el efecto
en la impresion a causa del tamafio de las particulas, los componentes de la mezcla o las
condiciones adecuadas para el desaglomerado de la resina y la sinterizacion del cuerpo

verde (104-110). Dentro de las aplicaciones que se incluyen en las publicaciones se
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pueden mencionar como sobresalientes la creacion de moldes o prototipos de
microcomponentes ingenieriles (107,111). Algunos trabajos realizados acerca de scaffolds
con alimina, demuestran que se pueden obtener piezas de alta calidad, bajo coste, buena
porosidad y buenas propiedades mecanicas gracias a las microestructuras obtenidas
(16,61,68). El uso de alimina se ha incrementado para &mbitos médicos como alternativa
para reemplazar piezas metélicas en componentes éseos como femorales o dentales (69)
debido a sus buenas propiedades mecénicas, de anticorrosion y estabilidad quimica, lo
cual evita que se disuelva en el medio fisiolégico. Sin embargo, no hay antecedentes de
estudios en donde se desarrollen scaffolds ceramicos totalmente de alimina con
geometrias tipo TPMS a través de la técnica de estereolitografia cerdmica y que sean con
el propésito de aplicarlos en la regeneracion de tejido éseo.

Los scaffolds, como dispositivos implantables, han mostrado ser efectivos en los procesos
de regeneracion 6sea. Sin embargo, se requieren cirugias para su uso, lo cual conlleva a
riesgos asociados a contraer infecciones que pueden entorpecer los procesos de
cicatrizacién necesaria en las reparaciones, por lo que resulta de gran interés desarrollar
estrategias que logren inhibir bacterias y demas microrganismos que puedan afectar (112).
Una estrategia que ha tomado fuerza es la utilizacion de productos naturales, siendo uno
de ellos los propdleos. Estos son sustancias resinosas producidas por las abejas a partir
de diversas ceras, gomas, polen y savia que se encuentran en las plantas que rodean las
colmenas y que las utilizan para aislar el frio y proteger de algunas plagas (113). La flora
gue rodea la colmena influye en las propiedades del propéleo, que varia segun la zona
geografica en que se encuentre (114). Algunos propdleos se han descrito como posibles
agentes antioxidantes, citotéxicos y con actividad antibacteriana (115,116), ademas han
mostrado eficacia en el control de especies resistentes a terapias antibidticas (117)
asociando su actividad antibacteriana a la presencia de fenoles, flavonoides vy triterpenos,
entre otros (116), lo que los hace muy prometedores para su aplicacion en procedimientos

asociados a las reparacion del tejido 6seo.

En el presente trabajo se desarrolla una mezcla de resina acrilica con particulas de alimina
con el fin de ser implementada en la impresion de scaffolds ceramicos con geometrias
TPMS Giroide y Schwartz P. por la técnica de estereolitografia cerdmica para posibles
aplicaciones biomédicas. La resina fue caracterizada y se estudié el comportamiento

reolégico de la mezcla resina-alimina, con diferentes porcentajes de carga ceramica, para
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verificar que las condiciones reoldgicas favorecieran la impresién de las piezas. Se
obtuvieron scaffolds del compuesto con geometrias Giroide y Schwartz P. de buena
calidad. Dichos scaffolds se sometieron a un tratamiento térmico controlado para eliminar
la resina y lograr la sinterizacion de los cuerpos cerdmicos. Los scaffolds ceramicos
resultantes se caracterizaron morfoldégica y mecéanicamente. La geometria y el porcentaje
de carga cerdmica que presentaron mejores resultados en la prueba mecéanica a la
compresion, se seleccionaron para obtener muestras a las cuales, después del tratamiento
térmico, fueron sometidas a un proceso de impregnacién con extractos de propdleo
proveniente de la regiébn de Arauca, Colombia con el fin de evaluar su actividad
antimicrobiana frente a las cepas estandar Staphylococcus aureus (ATCC 29212) y
Escherichia coli (ATCC 25922), relacionadas con las infecciones dadas en procesos

quirargicos de reparaciones tisulares.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Resinay particulas de alimina

Para la fabricacion de los scaffolds por estereolitografia se utilizé una resina comercial
Portux Print 3D Model sin pigmentar (New Stetic), la cual se analiz6 por medio de
termogravimetria (TGA) en un equipo TA Instruments Discovery 550 con atmdésfera de aire
y una rampa de calentamiento de 10 °C/ min hasta 1000 °C, y espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) en un equipo Shimadzu IRTracer-100 con un accesorio
para medir la transmitancia, antes y después de curar. Los espectros se adquirieron en un
rango espectral de 500 - 4000 cm™. Estos resultados se presentan en un trabajo anterior
(67) (Ver anexo A).

Las particulas de Alimina que se utilizaron en la suspension de resina-ceramica que sirve
como materia prima en la impresién de las muestras, son comerciales (Nabalox Nabaltec,
Schwandorf, Alemania). El tamafio de las particulas se determin6 en un equipo Mastersizer
2000 (Malvern Instruments, USA) con un rango de medicion de 0,020 pm a 2000.000 pm.
Las particulas se sometieron a analisis de difraccion de rayos X (DRX) con un difractometro
de doble circulo Xpert-Pro PANanalytical Radiation Cu- Ka (=0,15406 nm) en un rango de

difraccion de 0-80° (20). Las particulas se des aglomeraron previo a la mezcla con la
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resina, en un molino de bolas (Retsch PM 100) tratandolas durante 20 minutos a 250 rpm

con intervalos de 5 minutos e inversién de giro.

2.2.2 Suspensidn de las particulas de alimina en laresina

Se trabajaron suspensiones con concentraciones de 35 vol% (35Al), 40 vol% (40Al) y 50
vol% (50Al) de particulas de alimina en la resina. Se dispuso en un beaker la cantidad de
resina requerida para la preparacion de cada lote el cual debe ser un volumen suficiente
para llenar la cubeta de la impresora en donde se realizé el proceso. A ésta se le
adicionaron las particulas poco a poco mientras se mezclaba manualmente (Figura 2-1 (a))
en un recipiente plastico con 30 esferas de alimina de un didmetro de 10 mm durante 10
minutos para homogeneizar la mezcla. Las diferentes suspensiones, al igual que la resina
sin carga, se caracterizaron reolégicamente mediante curvas de velocidad de cizalladura
(Shear rate) vs viscosidad en un reémetro Rheotest (Alemania) con un sistema plato-plato
de 36 mm y gap de 1 mm con barrido de tazas de 0 a 100 s en 300 s (Figura 2-1(b)). A la
suspension 50Al también se le realiz6 analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC) en un equipo TA Instruments Discovery 550 con atmdsfera de
aire y una rampa de calentamiento de 10 °C/min desde temperatura ambiente hasta 1200
°C, para determinar si se presentaban cambios térmicos cuando la resina contenia la
mayor carga ceramica con la que se trabajo. Para ello se utilizé una probeta de 4 mm de
diametro y 1.5 mm de alto, impresa en la misma maquina en que se imprimieron los

scaffolds y con los mismos parametros de impresion.

Figura 2-1: Suspensién de resina — Alimina. (a) Proceso de preparacion de la suspension

y (b) caracterizacion reoldgica de la suspension.

Ceise

Mezcla
manual de
resina con

particulas de
alimina

(a)

Nombre de la Fuente: Carolina Duque Uribe.
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2.2.3 Obtencion de los Scaffolds

Para la impresion de los scaffolds por estereolitografia se utiliz6 una impresora 3D Asiga
PICO2HD (Australia) (Figura 2-2(a)) que trabaja por procesamiento digital de luz (DLP) con
una fuente de luz de longitud de onda de 385 nm. El archivo CAD del prototipo a imprimir,
se somete a un proceso de slicing o rebanado por capas. Dicha informacion se le envia a
la maquina la cual, a través del uso de mascaras, proyecta cada seccion o plano sobre la
resina liquida. La plataforma mdvil de la maquina se ubica en la parte inferior del eje z
sumergida en la cubeta con resina dejando entre ella y el fondo del recipiente un lecho
delgado de material que se solidifica cuando la luz incide dando la forma de la capa. La
plataforma sube con la resina ya soélida y adherida mecénicamente a ella y vuelve a
sumergirse hasta el fondo para repetir el proceso las veces necesarias hasta que se

obtenga el objeto con la geometria disefiada (67).

Los parametros de impresion y el slicing fueron configurados por medio del software Asiga
Composer, con un grosor de capa de 0,05 mm, un tiempo de exposicién de 68 s para las
capas inferiores y 15 s para el resto de las capas. Las TPMS seleccionadas para la
geometria de los scaffolds fueron una Giroide con forma externa de cilindro de 10 mm de
didmetro, 8 mm de alto, y una porosidad del 80.5% y una Schwartz P. con forma externa
de cubo de 10 mm de diametro, 8 mm de altura y una porosidad de 25%. Estas geometrias
fueron seleccionadas debido a su buena resistencia a la compresion y su tenacidad
(99,101,102) y se presentan en la Figura 2-2(b-c). Las porosidades de ambas estructuras
fueron calculadas haciendo uso del software ImageJ con una imagen del modelo CAD en
donde se calcul6 el volumen de material y el volumen de poros. Es importante aclarar que
ambas geometrias tienen porosidad macroscépica y microscépica, la porosidad
macroscopica es el resultado de tener una geometria tipo TPMS y la porosidad
microscoépica es propia del material y del proceso del sinterizado del cuerpo verde. En este
caso, solo se midi6 la macroscépica. Los poros interconectados de las estructuras TPMS
se pueden describir a través de funciones trigonométricas, y éstos fueron modelados por
el software MathMod® en un trabajo previo del grupo de Ceramicos y Vitreos de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (99). Inicialmente se obtuvo la celda

unitaria de cada TPMS, que se replic6 en tres dimensiones, 3 veces en los ejes de
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coordenadas XY y 2 veces en el eje de coordenadas Z, de modo que las superficies

resultantes consistieron en 18 celdas unitarias en total.

Figura 2-2: Impresién de las muestras. (a) Maquina que funciona bajo la metodologia DLP
utilizada para la impresién de las muestras, con la cubeta adaptada para utilizar bajos
contenidos de mezcla. (b) modelo CAD de geometria Giroide, vista superior y lateral. (c)

Modelo CAD de la geometria Schwartz P., vista superior y lateral.

(a)

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.2.4 Procesamiento posterior de los cuerpos verdes cerdmicos

Una vez impresas las muestras, se limpiaron durante 3 minutos en alcohol isopropilico y
se les realizé un proceso de post curado con una camara Anycubic Wash & Cure Plus
Machine (Anycubic, China) a una longitud de onda de 405 nm durante 50 minutos.
Posteriormente, las muestras se sometieron a tratamiento térmico en un horno SA-1700X,
(Sentro tech corp, USA)(Figura 2-3(a-b)) para la eliminacién de la resina y posterior
sinterizacion del material ceramico. La curva del tratamiento térmico utilizado se puede
apreciar en la figura 2-3(c). La temperatura maxima alcanzada fueron 1550 °C y una vez
terminado el tiempo del proceso del sinterizado, el enfriamiento fue lento, de acuerdo con

las condiciones del horno, hasta alcanzar la temperatura ambiente de 25 °C.
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Figura 2-3: Tratamiento térmico de los scaffolds de alimina. (a) horno utilizado para el
tratamiento térmico de desaglomerado de la resina y sinterizado de los cuerpos verdes.
(b) Muestra de scaffolds después del proceso térmicos (c) Curva de tratamiento térmico a
la que fueron sometidas las muestras de 35Al, 40Al y 50Al.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.2.5 Caracterizacion de los scaffolds

Los scaffolds con particulas de alumina antes y después del procesamiento térmico de
calcinacioén de la resina y sinterizado del cuerpo verde, fueron caracterizados por medio de
microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia de emision de campo (FESEM).
Para la adquisicion de las imagenes, las muestras se fijaron en una cinta de grafito, se les
realiz6 un recubrimiento delgado en oro (Au) (DENTON VACUUM desk V) y se analizaron
en el microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM 6490 LV, JEOL, Alemania) en alto
vacio para obtener imagenes de alta resoluciéon y en un Microscopio Electrénico de Emision
de Campo Dual (Beam FIB-FESEM, Thermo Fisher Scientific, modelo Socios 2 LoVac),
respectivamente. En el SEM se empled el detector de electrones secundarios para evaluar
la morfologia y topografia de las muestras y el andlisis elemental se realizé mediante una
microsonda de rayos X-EDX (INCA PentaFETx3, oxford instruments, UK). En el FESEM
se utilizé un detector EDX (UltraDry EDS modelo No: SDBX-30PM-B). Asi mismo, los
scaffolds antes del sinterizado y después del mismo fueron sometidos a pruebas de
resistencia a la compresion en una maquina de ensayos universal (Instron 3366, instron,

MA, USA) con un desplazamiento constante de 0.001 mm/s (Figura 2-4). Se tomaron
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medidas en 5 scaffolds de cada tipo con las mismas condiciones. Para calcular el
porcentaje de contraccién volumétrica que se dio en los scaffolds después del proceso de
sinterizado, se tomaron las dimensiones externas de ambos tipos de scaffolds con un
calibrador analogo (Discover tools, china) tanto para muestras antes y después del
sinterizado. En los scaffolds con geometria Giroide, se midié el diametro y el alto y en los
scaffolds con geometria Schwartz P. se midié cada lado del cubo. En el CAD también se
midio el volumen tedrico de material para cada tipo de geometria haciendo uso del software
ImageJ, asi como los grosores de paredes tanto para el modelo CAD como para los
scaffolds impresos y después del sinterizado con las imagenes digitales.

Figura 2-4: Caracterizacion mecanica de las muestras de alimina en una maquina de

ensayos universal.

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.2.6 Impregnacion de los scaffolds sinterizados con propoleo

Los scaffolds de 50Al de geometria Giroide impresos y sinterizados fueron impregnados
con extracto de propéleo proveniente de Arauca, Colombia, los cuales fueron obtenidos en
un trabajo previo del grupo de Ceramicos y Vitreos de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin (116). Para esto, se afiadieron 20 uL de extracto etandlico de
propoleo sobre la superficie. Los andamios mojados con el extracto se colocaron en una

camara de presion positiva (Wiropress, BEGO, Alemania) durante 5 minutos a 2.4 Bar. La
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absorcion del extracto por parte del scaffold se confirmd mediante la observaciéon del
cambio de coloracién del andamio y la revisién de la humedad de una servilleta sobre la
cual se encontraban las muestras. Una vez se confirm6 que el extracto habia sido

absorbido, el proceso se repitié hasta que el volumen total impregnado fue de 100 pL.

2.2.7 Evaluaciéon antimicrobiana

Para la evaluacion antimicrobiana se utilizaron dos grupos de andamios, los 50Al de
geometria Giroide sinterizados impregnados del extracto etandlico de propdleos (50AISI)
y los 50AL sinterizados sin impregnar que fueron utilizados como grupo control (50AISC).
Se realizaron dos tipos de ensayos, viabilidad de Biopeliculas mono especie y medicion de
zona de inhibicién. Para ambas pruebas, se esterilizaron todos los grupos de scaffolds
exponiéndolos a luz UV durante 30 minutos por cada una de sus caras.

La actividad antimicrobiana se evalué frente a las cepas estandar Staphylococcus aureus
(ATCC 29212) y Escherichia coli (ATCC 25922) siguiendo el procedimiento descrito por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Las cepas se inocularon previamente
en placas de Petri que contenian Agar Mueller Hinton (Merck, Alemania) y se incubaron a
37 °C durante 24 horas en una incubadora (Thermo Scientific, USA). Para obtener los
in6culos bacterianos, las cepas se cultivaron hasta la fase exponencial en medio Brain
Heart Infusion Broth (BHI) (Scharlau, Alemania) a 37 °C por 24 horas y se ajustaron
diluyendo cultivos frescos hasta alcanzar una turbidez equivalente a 90 NTU
(aproximadamente 1.5x108 UFC/mL) (116).

Para las pruebas de inhibicion de la formacion de biopeliculas se utilizaron scaffolds 50AISI
y 50AISC. Cada grupo se inoculé con 1 mL del in6culo de las cepas respectivas y se
incubaron en un plato de 96 pozos durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO.. Tras el periodo
de incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS (Merck, Alemania) para eliminar las
bacterias no adheridas y luego se afadieron 100 uL de Bromuro de 3-(4.5-dimetil-2-
tiazolil)-2.5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Merck, Alemania) y 900 puL de medio BHI para ser
incubados nuevamente por 1 hora a 37 °C y 5% de CO. con agitacion. Finalizado este
tiempo, se retird la solucion de MTT y se afiadieron 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO)

(Sigma, USA). Se observaron cambios de coloracion y se midio la absorbancia a 550 nm
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en un espectrofotbmetro (Multiscan Go, Zeiss, Alemania). El experimento se realizd por

triplicado.

Para las medidas de la zona de inhibicibn solamente se trabajé con la cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC 29212). Se vertieron 20 mL de medio Agar Mueller Hinton
en placas de Petri y se inoculd con el inéculo bacteriano (aproximadamente 1.5x108
UFC/mL). Se colocaron los andamios 50AISI y 50AISC. Se utilizaron filtros de 5 mm de
didmetro con Clorhexidina (Merck, Alemania) y PBS (Merck, Alemania) impregnados,
como control positivo (C+) y negativo (C-), respectivamente y con propéleo como control
de éste (CP). Tras 24 horas de incubacion a 37 °C y 5% de CO;, se midio la zona de

inhibicion en mm utilizando el software ImageJ. El experimento se realiz6 por triplicado.

Figura 2-5: evaluacién antimicrobiana. Preparacion de prueba de zonas de inhibicion.

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.2.8 Prueba de degradacién

De acuerdo con la norma ASTMF 1635-16, el ensayo de degradacion in vitro se realizo
para estudiar la pérdida de peso de los scaffolds 50Al giroide, después del proceso de
sinterizado, durante 12 dias, inmersos en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (pH
7.4, Sigma-Aldrich, USA). Se realizaron mediciones en los dias 1, 5, 8 y 12. Cada muestra
se sumergi6 independientemente en 20 mL de PBS en recipientes de polietileno sellados
y se guardaron en una incubadora (Thermo Scientific, USA) a 37 °C y 5% de CO.. Los dias
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en los que se evaluaron las condiciones de las muestras, se midi6 el pH de cada recipiente
con un pH metro (PH700, Apera, USA), se sacaron las muestras del PBS, se lavaron con
agua destilada y éstas se secaron a 30 °C durante 15 minutos en una estufa (Binder,
Alemania). Una vez las muestras estuvieron secas, se midié el peso de cada una en una
balanza (Adam, Equipment, UK). La pérdida de masa se calculé teniendo en cuenta la

ecuacion 1. Cada medicion en los dias seleccionados se realiz6 por triplicado.

Wo—Wt

Perdida de masa (%) = x 100 Ecuacion 2-1

Donde Wy es el peso de la muestra inicial seca y W: es el peso de la muestra seca después

del tiempo seleccionado.

2.2.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE). El andlisis
estadistico se realiz6 con el programa Minitab Statistical software (Minitab Inc.). Para
evaluar la significancia de los grupos experimentales se realiz6 un Anova multivariado. Un
valor p £ 0.05 se consider6 estadisticamente significativo. Las gréficas se realizaron
utilizando El sofware Wolfram Mathematica (Wolfram) y en el software Origin (OriginLab

corporation).

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Caracterizaciéon del polvo ceramico

La Figura 2-6(a) muestra la gréfica resultante de la Distribucion de tamafio de particula
(DTP) de las particulas de alimina utilizadas. En él puede verse que el 90% de las
particulas estan por debajo de 25.729 um, el 50% por debajo de 6.842 um y el 10% por
debajo de 2.708 um. Es importante conocer y controlar el tamafio de particula ya que para
la impresion 3D por la técnica de estereolitografia (STL) o procesamiento digital de luz
(DLP), el tamafio medio de las particulas ceramicas o agregados que se afaden al
polimero debe ser mas pequefio que el espesor de la capa. De lo contrario, la resolucion

vertical de la pieza se podria ver afectada (31). En este caso, la mayoria de las particulas
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tienen un tamafio menor o igual a 25.729 um, el cual es inferior al tamafio de capa utilizado

de 0.05 mm y por lo tanto no afecta la resoluciéon de impresion.

La Figura 2-6(b) contiene el difractograma de rayos X de la alimina utilizada. Se observa
que el material corresponde a a alumina de alto grado de cristalinidad. Los picos
caracteristicos de la alumina a (corinddn) con un sistema cristalografico romboédrico con
picos 26 situados a 28.8°, 35.1°, 37.8°, 43.4° y 57.6°, los cuales se presentan esbeltos y
bien definidos

Figura 2-6: Caracterizacion de las particulas. (a) Distribucién de tamafo de particula de

la alimina. (b) Difractograma de rayos X de la alimina.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.3.2 Caracterizacion de laresinay la suspension

Los resultados y analisis de los FTIR para la resina antes y después de ser curada y del
analisis termogravimétrico (TGA), se presentan en un trabajo previo (67) y muestran que
la resina utilizada es de naturaleza acrilica presentando un comportamiento
termogravimétrico propio de resinas de este tipo. Ademas, en el TGA, se observa que las
mayores pérdidas de masa se presentan entre los 300 y 470°C. La figura 2-7(a) muestra
la curva resultante del ensayo de TGA y DSC para una muestra de 50Al. En la curva de
TGA se puede observar que el fenémeno de pérdida de masa es igual al reportado en (67).

Las mayores pérdidas se presentan entre los 300 y los 470°C. A partir de esta temperatura,
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las pérdidas son minimas, casi imperceptibles, se conserva el peso correspondiente a la
cantidad de particulas presentes en la probeta estudiada, lo que indica que la resina no
sufre cambios al estar en contacto con las particulas, que puedan generar diferencias en
el desaglomerado. En la grafica correspondiente al DSC, se observan tres picos sefialados
en recuadros punteados. Un pico exotérmico cercano a los 110°C, resaltado con el
recuadro verde, se atribuye a reacciones de polimerizacién que se contindan presentando
aun después del proceso de impresion debido al aumento de temperatura. Este resultado
coincide con lo presentado por diferentes autores que han trabajado con resinas
poliméricas de naturaleza acrilica (118-120). La regidn exotérmica entre los 300 y los
600°C, resaltada con el recuadro rojo, representa la mayor pérdida de masa de la resina
presente en la muestra correspondiente a la degradacion del polimero (120,121), tal como
indica el TGA en esta misma region. Finalmente, la zona resaltada con el recuadro morado,
después de los 650°C exhibe un comportamiento exotérmico que indica que el proceso de
descomposicién del polimero continla, sugiriendo que quedan residuos de carbono en la
muestra de alimina después de las temperaturas entre los 300 y 600°C pese a que los
cambios en el TGA son minimos(122).

Las curvas de velocidad de cizalla vs viscosidad de la resina liquida sin carga ceramica y
con los diferentes porcentajes de carga ceramica se presentan en la figura 2-7(b). Como
se puede observar, las tres mezclas trabajadas y la resina sola presentaron un
comportamiento reolégico newtoniano. Ademas, la estabilidad de las mezclas fue de
alrededor de una hora, lo cual es suficiente para el proceso de impresién con los
parametros utilizados. Comunmente, las resinas con mayores valores de viscosidad que
se pueden utilizar para imprimir por estereolitografia sin complicaciones alcanzan
aproximadamente los 5 Pa-s (26). Ademas, para que una suspension de particulas-resina
sea apropiada para los procesos de SLA o DLP, su viscosidad debe ser relativamente baja
de tal manera que durante la impresion se auto nivele el material en la cubeta de la
magquina. Las resinas cargadas con materiales sélidos deben tener viscosidades inferiores
a 3 Pa-s (31). El nivel de so6lidos debe ser lo mas alto posible para mejorar la sinterizacién
del polvo en el cuerpo verde, dando lugar a cuerpos densificados sin una contraccion
excesiva que pueda causar defectos. Sin embargo, la carga de sélidos no debe causar una
viscosidad inadecuada ni cambiar el comportamiento de cizallamiento fino de la
suspension (16). Como se puede observar, la resina sin carga ceramica tiene una

viscosidad cercana a los 0.32 Pa-s, siendo considerada una resina de baja viscosidad. Las
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muestras de 35Al, 40Al y 50Al tuvieron una viscosidad promedio de 0.48 Pa-s, 0.64 Pa-s
y de 0.78 Pa-s, respectivamente. A pesar de que la carga ceramica utilizada fue
relativamente alta, de 35, 40 y 50 vol% las viscosidades no aumentan significativamente
para afectar las condiciones de impresion. La suspension 50Al es la que presenta mayor
viscosidad, siendo aun inferior a 1 Pa-s y quedando por debajo de las viscosidades
reportadas para suspensiones resina-cerdmica en la literatura. Ademas, haciendo un
andlisis de la capacidad de impresién por estereolitografia con estas mezclas, en ningun
caso se presentaron complicaciones para utilizarlas en la maquina DLP. En todos los
casos, la resina fluy6 con facilidad a medida que se form6 una nueva seccién y no se

hicieron cambios en los pardmetros de impresién entre una composicion y otra.

Figura 2-7: Caracterizacion de la suspension. (a) Analisis termogravimétrico y calorimetria
diferencia de barrido de la probeta de 50Al. (b) Curvas de velocidad de cizalla vs viscosidad
de la resina liquida sin carga ceramica y con los diferentes porcentajes de carga ceramica.
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2.3.3 Caracterizacion de los scaffolds

Los scaffolds obtenidos al final de la impresion por procesamiento de luz digital (DLP) del
compuesto polimero-cerdmico y después del tratamiento de postcurado y sinterizado,
pueden ser observados en la figura 2-8. Se imprimieron exitosamente scaffolds cilindricos
con geometria Giroide y scaffolds cubicos con geometria Schwartz P. con dimensiones de
10 x 8 mm (diametro/base x altura) en ambos casos. Macroscopicamente no se observan
diferencias en la morfologia entre los scaffolds del mismo tipo obtenidos con los diferentes
porcentajes de particulas y con el modelo CAD (figura 2-2(b-c)). Los scaffolds presentan
porosidad interconectada y cada geometria tiene el mismo porcentaje de porosidad que el
modelo CAD el cual es del 80.5% para la geometria giroide y de 25% para la geometria
Schwartz P, dicho porcentaje se conserva en las muestras después del sinterizado. La
tonalidad blanca opaca se debe a la alta cantidad de particulas presentes en ellos. Sin
embargo, En la figura 2-8(a-c) y (g-i) se observan mejores acabados en los scaffolds con
geometria Giroide que en los de geometria Schwartz P., en donde algunos de los poros,
después del proceso de impresion, quedaron obstruidos por resina. La geometria Schwartz
P. tiene la caracteristica de que posee mayor volumen de material sélido, de 604.5 mm?3,
comparado con la geometria Giroide que tiene un volumen de material de 121.6 mm?. Es
probable que, en las secciones de la base de los scaffolds con geometria Schwartz P.,
debido a los tiempos de exposicién en las capas iniciales que se usan para garantizar la
adherencia a la plataforma de la maquina, se manifiesten efectos de sobrecurado. Pese a

esto, la geometria se asemeja en su totalidad al disefio del modelo CAD utilizado.

En la figura 2-8(d-f) y (j-I) se observan los mismos scaffolds después del proceso de
sinterizado. Se puede observar una contraccion volumétrica debida al tratamiento térmico
en el cual la resina desaparece completamente, dichas contracciones se presentan en la
tabla 2-1. Ademas, se observo un adelgazamiento en las paredes de los scaffolds antes 'y
después del sinterizado. Los valores de estos grosores también se presentan en la tabla
2-1. Se puede apreciar que la mayor contraccion fue la de las muestras con 35Al, lo cual
era lo esperado, dado que éstas presentan la menor cantidad de particulas y por lo tanto
el mayor porcentaje de resina. Pese a que se dan estas contracciones en las diferentes
concentraciones, la geometria de poros interconectados propia de la TPMS se conserva

sin deformaciones apreciables. Ademés, se observa que la geometria que mas
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contracciones volumétricas sufre, independiente de la concentracion de carga ceramica
gue posea, es la Giroide. Esto se debe a que presenta un volumen menor de material
comparada con la geometria Schwartz P., por lo cual, se presentan mas sitios en la figura

geométrica donde las particulas se acercan y forman cuellos en el proceso de sinterizacion.

Figura 2-8: Fotografias digitales de los scaffolds obtenidos por impresion DLP: Antes del
proceso de sinterizado con geometria Giroide (a) 35Al, (b) 40Al, (c) 50Al y después del
proceso de sinterizado con geometria Giroide (d) 35Al, (e) 40Al y (f) 50Al. Antes del
proceso de sinterizado con geometria Schwartz P. (g) 35Al, (h) 40Al, (i) 50Al y después del
proceso de sinterizado con geometria Schwartz P. (j) 35Al, (k) 40Aly (I) 50Al.

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.
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Tabla 2-1: Porcentajes de contracciones volumeétricas y grosor de las paredes antes y
después del sinterizado para los scaffolds giroide y primitiva de 35Al, 40Al y 50Al.

Porcentaje Contracciones Grosor paredes de los scaffolds
Volumétricas [um]
Tipo Giroide Schwartz P. Antes sinterizado Después sinterizado
Giroide Schwartz P. Giroide Schwartz P.
35Al 58.4% 52.3% 473 £53 693 + 50 310 +11 269 + 46
40Al 51.4% 41.2% 502 + 26 627 + 22 361+11 443 £ 52
50Al 43.5% 33.2% 583 + 22 607 + 56 429 £ 20 523 + 42

En la figura 2-9 se presentan las imagenes SEM figura 2-9(a-c, j-0) y FESEM figura 2-9(d-
i) de las dos geometrias trabajadas a las diferentes concentraciones de carga ceramica,
antes y después del sinterizado. Para el caso de los scaffolds Giroide antes del sinterizado
Figura 2-9(a-c) no se observan diferencias significativas entre las muestras de distintas
concentraciones y con el modelo CAD (Figura 2-2(b-c)), las paredes de los scaffolds se
ven con un alto contenido de particulas cerdmicas, se alcanzan a ver las capas propias del
proceso de impresion y no es posible observar la resina que sirve en este caso como
aglutinante. Los grosores de las paredes para las muestras antes y después del sinterizado
también se muestran en la figura con flechas amarillas. Puede verse que los grosores entre
los 3 tipos de concentraciones cambian, siendo los scaffolds con paredes mas gruesas
aqguellos que son 50Al, debido a la alta cantidad de particulas que se tienen en la superficie
de las paredes y que influyen directamente en dicha medicion. Para los scaffolds de
Schwartz P. antes del sinterizado (figuras 2-9(j-1)) se puede evidenciar que en el scaffolds
35Al la geometria quedd con los poros formados y sin ningun tipo de deformacion, sin
embargo, los scaffolds 40Al y 50Al si presentan los poros obstruidos por material, defecto
propio del sobrecurado mencionado anteriormente. Para los scaffolds después del proceso
de sinterizacién, en ambas geometrias se evidencian grietas, las cuales se sefialan con
flechas rojas, como resultado de las contracciones volumétricas que se presentan en ellos.
Los scaffolds 35Al de ambas geometrias después del sinterizado (Figuras 2-9(d) y (m))
son los que presentan mayor cantidad de grietas, siendo el scaffold Schwartz P. el que
mas defectos muestra. La mayor cantidad de defectos los presenta la geometria Schwartz
Primitiva, indicando que los scaffolds que mejor sinterizado tuvieron fueron los de
geometria Giroide y de ellos, el que menos grietas presento fue el de 50Al, en donde los

defectos se dieron mayormente en secciones internas curvas de la geometria.
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Figura 2-9: Imagenes SEM y FESEM de: Scaffolds Giroide antes del sinterizado (a) 35Al,
(b) 40Al y (c) 50Al. Scaffolds giroide después del sinterizado (d y g) 35Al, (e y h) 40Al y (f
y i) 50AI. Scaffolds Schwartz P. antes del sinterizado (j) 35Al, (k) 40Al y (I) 50Al. Scaffolds
Schwartz P. después del sinterizado (m) 35Al, (n) 40Al y (0) 50Al.
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20kV X27 500um UdeA 20kV X30  500pm

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.
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Los scaffolds de geometria Schwartz P. presentan mayor cantidad de defectos después
del sinterizado debido a que presentan el mayor volumen de material, por lo que en el
momento del desaglomerado de la resina, debe eliminarse mayor cantidad y su extraccion
genera mayores puntos de tensién, agrietando e impidiendo el correcto sinterizado. Sin
embargo, como se muestra en las figuras 2-9(g-i), ambas geometrias, presentan cuellos
del sinterizado, encerrados en color verde, lo cual muestra que la temperatura a la cual se

sometieron los cuerpos verdes fue adecuada para la formacién de éstos.

2.3.4 Comportamiento mecanico

En la figura 2-10 se presentan curvas representativas de los resultados obtenidos de
Esfuerzo vs deformacion de los scaffolds Giroide y Schwartz P., antes y después del
sinterizado en el ensayo mecanico a compresion. Adicionalmente, la resistencia maxima
promedio y el Modulo de Young promedio que se obtuvieron para cada tipo de scaffold se
encuentran en la tabla 2-2. En la comparacion estadistica entre los scaffolds antes y
después del sinterizado se obtuvieron valores p inferiores a 0.05 en los tres tipos de
concentraciones, por lo que se puede decir que si hay diferencias significativas en los
resultados obtenidos. Los scaffolds fabricados con la combinacion polimero-ceramico
antes del sinterizado presentaron la mayor resistencia a la compresion (figura 2-10(a, c)) y
mayores valores del médulo de Young, lo que indica que la carga ceramica se encuentra
bien adherida a la resina, le confiere rigidez a las piezas y los cuerpos impresos y curados
son integros y con baja cantidad de defectos. Después del proceso del sinterizado, los
scaffolds totalmente cerdmicos (Figura 2-10(b, d)), presentaron menores resistencias a la
compresion debido, por un lado, a la presencia de fisuras propias del proceso de
contraccion generado por la eliminacion de la resina y, por otro lado, a la fragilidad
caracteristicas de los productos ceramicos. El médulo de Young da cuenta de las
propiedades elasticas del cuerpo impreso. Los valores de éste para los cuerpos hibridos
son mayores que para los cuerpos ceramicos, efecto directamente relacionado con las
caracteristicas de la resina presente en los cuerpos hibridos y con la fragilidad de los
materiales ceramicos obtenidos (123). En los cuerpos ceramicos un menor modulo de
Young implica que hay mayores deformaciones ante un esfuerzo efectuado sobre el
scaffold indicando menor rigidez en este tipo de material. El tamafio de las particulas de

alimina es de orden micrométrico y al acercarse durante el proceso de sinterizacion,
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producen puntos de contacto relativamente distantes entre éstas, generando espacios
vacios o poros en el cuerpo sinterizado de orden micrométrico o mayores. Ante los
esfuerzos, aparecen fracturas que se propagan a través del material ceramico confiriéndole
menores resistencias. En los cuerpos hibridos, la presencia de la resina evita 0 minimiza
la cantidad y el tamafio de los poros lo cual confiere a estos materiales mayores

resistencias mecénicas y mayores médulos de Young.

Figura 2-10: Curvas representativas de Esfuerzo vs Deformacién para los scaffolds con

geometria (a) Giroide antes del sinterizado, (b) Giroide después del sinterizado, (c)

Schwartz P. antes del sinterizado y (d) Schwartz P. después del sinterizado.
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Tabla 2-2: Valores de Resistencia maxima a la compresion y Modulo de Young para los
scaffolds con geometria giroide y Schwartz Primitiva antes y después del proceso de

sinterizado.

Resistencia ala compresion de las muestras con ambas geometrias

Geometria Giroide Geometria Schwartz P.
Tipo | Médulo de Young Resistencia Mddulo de Young Resistencia
[MPa] maxima [MPa] [MPa] maxima [MPa]
Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después
35Al | 248+ | 1.2+05 | 138+ | 04+0.2 | 200+ | 0.7+05 | 109+ 0.11+
28 0.9 44 0.9 0.03
40Al | 213+ | 20+14 | 15+1 0.26 + 216+ | 1.1+0.6 | 108+ 0.12 +
17 0.05 36 0.4 0.07
50Al | 223+ | 57+29 | 172 0.46 + 233+ | 23%+19 | 11+2 | 04+0.1
28 0.06 34

En la comparacion estadistica entre ambas geometrias, nuevamente se obtuvieron valores
p inferiores a 0.05 para los tres tipos de concentraciones, indicando que si hay diferencias
significativas entre la geometria giroide y la geometria Schwartz P. Se puede observar que
los scaffolds de geometria Giroide (Figura 2-10(b)) presentan una mayor resistencia a la
compresion en comparacion con los de geometria Schwartz P. (Figura 2-10(d)). Esta
Ultima. tiene una estructura en donde los agujeros son interconectados a lo largo de los
ejes X, Y, Z, lo que hace que sea mas propensa a la fractura gracias a su tensién normal
altamente concentrada en dichas secciones y a la tension de cizallamiento durante el
periodo de compresién (124). Las cargas que soportan los scaffolds cerAmicos con
geometria Giroide son mayores debido a que los orificios de la estructura no se encuentran
en el mismo plano, al contacto directo de las estructuras vecinas y a la localizacién
alternada de los poros dentro de la geometria haciendo que su deformacién se amortigiie
y tenga mayores resistencias que la Schwartz P. (102,124). Dichos valores de resistencia
mecanica a la compresién, pese a ser bajos, se encuentran dentro de los valores

reportados para el hueso trabecular ya que depende del lugar anatémico (16).

2.3.5 Evaluacién Antimicrobiana de los scaffolds impregnados
con propoleo

La figura 2-11(a) ilustra la viabilidad de las biopeliculas formadas por las cepas de S.

aureus y E. coli después de 24 horas. En el andlisis estadistico, la comparacion entre los
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scaffolds control y aquellos impregnados con propéleo frente a ambos tipos de cepas
bacterianas, tienen valores p menores a 0.05, por lo que si hay diferencias significativas
entre ambas muestras. Estos resultados demuestran que decrece la viabilidad
microbiol6gica de las muestras que estdn impregnadas con el propoleo (50AISI)
comparadas con aquellas que no poseen propéleo (50AISC). Para ambos tipos de cepas
se puede ver un decrecimiento, sin embargo, es mucho mas notorio parala cepa S. aureus.
En algunos casos, la actividad antibacterial del propéleo contra S. aureus se le atribuye a
la presencia de Flavonoides, flavones, isoflavones, entre otros (116). EIl propéleo y sus
derivados tienden a afectar la membrana celular de las bacterias, comprometiendo su
metabolismo. El propdleo es mas eficaz contra las bacterias Gram positivas, como S
aureus, debido a que este tipo de bacterias no producen una elevada concentracion de
enzimas hidroliticas en la membrana, evitando asi contrarrestar los efectos del propoleo
(125).

Debido a que se presentd una mejor actividad antibacteriana para el caso de la cepa S.
aureus, se realiz6 la medicién del halo inhibitorio en ésta. En la figura 2-11(b) se puede
observar la zona (en mm) mostrando un resultado en donde S. aureus presenta gran

sensibilidad al prop6leo formando un halo alrededor del scaffold impregnado con éste.

Las muestras cargadas con propéleo presentaron halos de 17 + 4 mm contra S aureus, y
la muestra sin prop6leo no present6 halo. Lo que indica que el propéleo impregnado en el
scaffold es el responsable de la inhibicién. El halo presente en los scaffolds 50AISI es
significativo y difiere poco del halo formado alrededor de la Clorhexidina, que fue usada
como control positivo, la cual presenté halos de 24 + 4 mm, ademas los resultados en este
ensayo son consistentes con los presentados por algunos autores que reportaron halos de
inhibicion entre 10 y 14 mm contra S. aureus para propéleos provenientes de Brasil
(116,126). Cabe destacar que la presencia del propéleo en los scaffolds proporciona
efectos adversos y reduccion en la biopelicula lo que demuestra su efectividad en cepas
multirresistentes como lo es la S. aureus, la cual es causante de muchas infecciones
durante los procesos de reparaciones tisulares por su facilidad de mutar y su alta

resistencia a los tratamientos antibacterianos.
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Figura 2-11: Resultados evaluacion antimicrobiana. (a) Inhibicion de la formacion de
biopeliculas (b) formacién de zona de inhibicién.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.3.6 Degradacion in vitro

El comportamiento de degradacion in vitro de los andamios de 50Al después del
sinterizado se estudié mediante la inmersion en solucién PBS durante un periodo de 1, 5,
8y 12 dias. Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 2-12. Se observo
gue el porcentaje de pérdida de peso no fue significativo, lo que quiere decir que la tasa
de degradacion no aumenta en funcién de los dias transcurridos. El porcentaje de pérdida
de peso se mantiene alrededor del 0% en los cuatro tiempos en que se realizaron
mediciones. Dicho resultado es comparable con trabajos en donde la adicion de polvos de
alimina a materiales compuestos biodegradables retrasa la degradacion de éstos
(127,128). En este caso, al tener un material Unicamente de alimina, se evidencia si
estabilidad quimica la cual hace que en los tiempos establecidos no se perciban efectos
de degradacion. Esta estabilidad, hace prometedor el uso de alimina en reparaciones
esqueléticas (61). Se pueden observar pequefias ganancias de peso las cuales son
insignificantes dentro del rango de desviacién presentado, Sin embargo, esto puede
deberse al intercambio i6nico con el medio circundante, generando una deposicion de
sales del PBS sobre la superficie que pueden quedar retenidas en los poros del material,
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presentando esta fluctuacion en los valores de masa. Este fenbmeno también fue
reportado por (129).

Figura 2-12: Pérdida de peso de los scaffolds 50Al después del sinterizado en funcion del

tiempo de remojo en PBS.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

2.4 Conclusiones

En el presente trabajo se desarrollaron scaffolds con geometria TPMS Giroide y Schwartz
P. a través de la técnica de impresion 3D de procesamiento digital de luz (DLP) con una
resina comercial de naturaleza acrilica y cargada con particulas de alimina al 35 vol%, 40
vol% y 50 vol%. La resina presentdé un comportamiento tipico de una resina acrilica en el
ensayo de TGA y tanto la resina como las suspensiones con los diferentes porcentajes de
particulas, presentaron viscosidades bajas y adecuadas para el proceso de impresion. Los
scaffolds obtenidos se sometieron a un tratamiento térmico que resulté exitoso tanto en el
proceso de eliminacion de la resina que sirve como aglutinante de las particulas, como
para la sinterizaciébn de estas, obteniendo cuerpos cerdmicos densos de geometria

compleja, que conserva la forma establecida en el disefio CAD, la cual cumple con las
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necesidades especificas para ser utilizadas en la regeneracion de tejidos. Se obtuvieron
fotografias digitales de los scaffolds antes de la sinterizacion y después de la misma
calculando en ellas las contracciones volumétricas tipicas del proceso sin que se vieran
afectadas las geometrias, demostrando que aquellas muestras con mayores contracciones
son las que tienen menor carga cerdmica (35Al) o asi mismo, mayor cantidad de resina.
Se observaron las imagenes tomadas con SEM y FESEM en donde se mostré que los
scaffolds después del proceso de sinterizacién presentan grietas generadas durante el
tratamiento térmico, siendo los scaffolds con geometria Schwartz P. los que presentan
mayor cantidad de defectos de este tipo. La mayor cantidad de grietas se atribuyen a las
tensiones concentradas en las zonas de los poros interconectados, las cuales también son
responsables de hacer que estos scaffolds tengan menores resistencias mecanicas a la
compresion. Dichas grietas son propias del proceso de eliminacion de la resina vy
sinterizado de las particulas, pues se generan tensiones en el cuerpo con la salida del
material polimérico. La buena respuesta a la compresiéon por parte de los scaffolds del
material compuesto resina-ceramica, potencia el uso de estos cuerpos impresos en
aplicaciones en las que se requieren similares cargas mecanicas, ya sean piezas
estructurales de componentes bioldégicos o en otros campos ingenieriles. Los scaffolds
ceramicos que mejor respuesta mecanica presentaron fueron los de la geometria Giroide,
asi que éstos fueron impregnados exitosamente con un extracto de prop6leo proveniente
de Tame, Arauca, Colombia. Los scaffolds impregnados fueron evaluados en cuanto a su
actividad antimicrobiana, demostrando que existe una mejor respuesta frente a S. aureus
que frente a E. Coli. Finalmente, la prueba de degradacién, sumergiendo los scaffolds
ceramicos 50Al, demostro la estabilidad quimica de la alamina pues durante los dias de
ensayo no se observaron cambios significativos en el peso, haciendo que los porcentajes

de pérdida de peso se mantuvieran iguales durante toda la prueba.

La obtencién de cuerpos ceramicos por medio de la técnica de estereolitografia ceramica,
con geometrias complejas, imposibles de obtener por los métodos de procesamiento
tradicional, abre grandes posibilidades para aplicaciones de materiales ceramicos en areas
donde la forma geométrica de los cuerpos cerdmicos sea decisiva para su aplicacion. En
el &rea de biomateriales, obtener cuerpos cerdmicos densos de alimina con geometrias
complejas potencia la estereolitografia cerdmica como una técnica apta para la obtencién
de partes del cuerpo geométricamente complejas que requieran altas prestaciones

mecanicas y de estabilidad quimica.






3.0btencion de scaffolds
ceramicos biocompatibles de
fosfatos de calcio a partir de
estereolitografia ceramica

En este capitulo se presenta toda la investigacion realizada con las particulas de fosfatos

de calcio, dando solucién a los objetivos general y especificos planteados en esta tesis.

Abstract

Bone fractures and degenerative diseases are the most common clinical problems
associated with the skeletal system and most of them require surgery for repair, which
requires the use of implantable devices of customized sizes and shapes. These are based
on scaffolds, which are structures that mimic the characteristics of the extracellular matrix
of the affected organs or tissues and allow their incorporation into the host organism. They
must have high and well-distributed porosity and interconnected pores to facilitate cell
penetration, nutrient diffusion, and vascular growth. Triple periodic minimal surfaces
(TPMS) are geometries that are emerging as suitable for use as scaffolds. In addition, the
use of materials similar to the composition of bone, such as calcium phosphates, is
suggested to facilitate their adaptation in the body and improve biocompatibility and
bioactivity. 3D printing by stereolithography and digital light processing are techniques that
facilitate obtaining ceramic bodies with these geometries, offering advantages such as
greater precision and efficiency. In this work, calcium phosphate ceramic scaffolds were
developed by the ceramic stereolithography technique, using TPMS-based designs, to be

potentially used in bone tissue regeneration. The resin used is acrylic in nature and the
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calcium phosphate particles were synthesized by self-combustion obtaining mostly
hydroxyapatite and B-TCP phases of micrometer size. Resin suspensions were obtained
with 35, 40 and 50 vol% loading of micrometer-sized calcium phosphate particles and
dispersant at 10 w% with respect to particle weight. The dispersions were rheologically
characterized to ensure viscosities suitable for 3D printing. The 50 vol% suspension had
the highest viscosity. The three types of mixtures were used for ceramic stereolithography
printing of scaffolds with TPMS gyroid geometry obtaining green bodies which were
morphologically and mechanically characterized before and after sintering. Volumetric
shrinkages were measured for each type of batch, morphological characteristics were
evaluated through digital images and FESEM images and their mechanical resistance to
compression was studied. Scaffolds made with the polymer-ceramic combination before
sintering showed better compressive strength than sintered parts. All-ceramic scaffolds with
gyroid geometry showed compressive strength values up to 0.9 MPa, which is comparable
to that of cancellous and cortical bone. The scaffolds that presented the best results were
those with 50 vol% of calcium phosphates, for which they were subjected to degradation
tests in PBS as well as to an impregnation with ethanolic extract of propolis from Arauca,
Colombia to perform biological analysis with cells of the L929 cell line and to observe cell
proliferation on the samples. The results obtained enhance the ceramic stereolithography
technique as suitable for obtaining scaffolds with optimal characteristics as a potential

application in the regeneration or repair of bone tissues.

Resumen

Las fracturas 6seas y las enfermedades degenerativas son los problemas clinicos mas
comunes asociados al sistema 6seo y la mayoria de ellos requieren cirugia para su
reparacion, lo que exige el uso de dispositivos implantables de tamafios y formas
personalizados. Estos se basan en andamios, que son estructuras que imitan las
caracteristicas de la matriz extracelular de los érganos o tejidos afectados y permiten su
incorporacion al organismo huésped. Deben tener una porosidad elevada y bien
distribuida, y poros interconectados para facilitar la penetracion celular, la difusién de
nutrientes y el crecimiento vascular. Las superficies minimales triplemente periédicas

(TPMS) son geometrias que se perfilan como adecuadas para su uso como andamios.
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Ademads, se sugiere utilizar materiales similares a la composicién del hueso, como los
fosfatos de calcio, para facilitar su adaptacion en el organismo y mejorar la
biocompatibilidad y la bioactividad. La impresion 3D por estereolitografia y el procesado
digital de la luz son técnicas que facilitan la obtencion de cuerpos cerdmicos con estas
geometrias, ofreciendo ventajas como una mayor precision y eficiencia. En este trabajo se
desarrollaron andamios ceramicos de fosfato calcico mediante la técnica de
estereolitografia ceramica, utilizando disefios basados en TPMS, para ser potencialmente
utilizados en la regeneracion de tejido 6seo. La resina utilizada es de naturaleza acrilica y
las particulas de fosfatos de calcio fueron sintetizadas por autocombustion obteniendo
mayormente fases de hidroxiapatita y B-TCP de tamafo micrométrico. Se obtuvieron
suspensiones de resina con carga del 35, 40 y 50 vol% de particulas de fosfatos de calcio
de tamafio micrométrico y dispersante al 10 w% respecto al peso de particulas. Las
dispersiones se caracterizaron reoldgicamente para garantizar viscosidades adecuadas
para impresién 3D. La suspension de 50 vol% fue la que presenté mayor viscosidad. Los
tres tipos de mezclas se utilizaron para la impresion por estereolitografia cerdmica de
andamios con geometria TPMS giroide obteniendo cuerpos verdes los cuales fueron
caracterizados morfolégica y mecanicamente antes y después del sinterizado. Se midieron
las contracciones volumétricas para cada tipo de lote, se evaluaron las caracteristicas
morfoldgicas a través de imagenes digitales e imagenes FESEM y se estudio su resistencia
mecanica a la compresion. Los scaffolds fabricados con la combinacion polimero-ceramico
antes del sinterizado presentaron mejor resistencia a la compresion que las piezas
sinterizadas. Los scaffolds completamente ceramicos con geometria giroide presentaron
valores de resistencia a la compresion hasta de 0.9 MPa, valor que es comparable con el
del hueso esponjoso y cortical. Los scaffolds que presentaron mejores resultados fueron
los del 50 vol% de fosfatos de calcio, por lo cual fueron sometidos a pruebas de
degradacién en PBS, asi como a una impregnacion con extracto etandélico de propdleo
proveniente de Arauca, Colombia para realizar andlisis biologicos con células de la linea
celular L929 y observar la proliferacion celular sobre las muestras. Los resultados
obtenidos potencian la técnica de estereolitografia ceramica como adecuada para la
obtencion de andamios con caracteristicas Optimas como potencial aplicacion en la

regeneracion o reparacion de tejidos éseos.
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3.1 Introduccidn

En el mundo hay cientos de personas que sufren de traumatismos y enfermedades dseas
gue requieren tratamientos, reparaciones parciales o incluso sustituciones completas las
cuales son complejas y altamente costosas (5). Una de las soluciones que la medicina ha
planteado es el uso de autoinjertos. Sin embargo, se puede comprometer el
funcionamiento del 6rgano o tejido sano, el ciclo de produccién y obtencién es largo, e
incluso, en algunos casos, la cantidad de injerto extraido es insuficiente o el tamafio y la
forma del hueso autégeno no coincide con el defecto (6,7). Por ello la ciencia ha puesto su
empefio en desarrollar tratamientos y técnicas novedosas que hagan posible la
regeneracion de tejido dseo, tales como el uso de materiales que permita la obtencion de
dispositivos implantables con caracteristicas similares al hueso en cuanto a propiedades
mecaénicas, biocompatibles, entre otras (8,130).

Los dispositivos implantables, denominados andamios, requieren una estructura porosa
con tamafio adecuado e interconexién entre los poros para permitir la migracién celular, la
vascularizacion, el flujo de oxigeno y nutrientes y la eliminacién de desechos. Ademas,
debe contar con la capacidad de mantener el soporte de cargas, que es una de las
principales funciones del tejido éseo (8). Para cumplir con los requerimientos de los
andamios, se han estudiado geometrias basadas en superficies minimales triplemente
periédicas (TPMS) ya que, gracias a su disefios, garantizan la porosidad interconectada y
el control de esta, ademéas han demostrado que gracias a la curvatura que poseen tienen
gran influencia en el rendimiento celular y favorecen la permeabilidad de los fluidos (5,9).
Entre las estructuras tipo TPMS mas conocidas se encuentra la Giroide. Esta tiene la
caracteristica de que separa el espacio en dos laberintos de pasajes opuestos y
congruentes (124), lo cual puede dar una buena resistencia mecanica y modulo elastico
comparable con el hueso esponjoso natural. Las células que son sembradas en las
estructuras tipo Giroide, muestran mejor viabilidad celular comparada con otras geometrias
TPMS ya que su disefio permite que las células penetren mas libremente y que el medio

fluya mejor a través de sus porosidades (5,131).

Geometrias como las TPMS son practicamente imposibles de obtener por técnicas de

manufactura convencionales. Por esa razon, la manufactura aditiva o impresion 3D
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constituye una herramienta estratégica ya que con su construccién capa a capa facilita la
creacion de piezas con formas complejas (132). La estereolitografia (STL) y el
procesamiento digital por luz (DLP), resaltan entre todas las técnicas de impresion 3D, ya
gue permiten obtener piezas con un alto nivel de precision y mayor eficiencia (9)
haciéndolas prometedoras para obtener scaffolds destinados a la regeneracion Osea.
Estos sistemas utilizan una resina fotocurable, que capa a capa se polimeriza por
exposicion a la luz. El sistema DLP garantiza la irradiacion de luz simultdnea en toda la
seccion transversal deseada, lo que reduce el tiempo de procesamiento en comparacion
con la STL que ilumina con laser (8). En estas técnicas la resina fotocurable puede ser
modificada, agregandole particulas cerdmicas, con el fin de obtener piezas hibridas
(polimero/ceramico) o completamente ceramicas. En este Ultimo caso las particulas seran
rodeadas por el polimero reticulado en la impresion. Una vez impreso el cuerpo verde, éste
se lleva a un tratamiento térmico para desaglomerar la resina y sinterizar el ceramico
(91,133). Es importante evitar la formacién de grietas en el proceso térmico, asi que se
deben usar altas cargas de soélidos, teniendo en cuenta que se debe controlar
cuidadosamente la viscosidad para que no se vea afectada la autonivelacion en el proceso
de impresién. Se ha demostrado que las particulas cerdmicas de tamafio nanométrico son
beneficiosas para mejorar las propiedades mecéanicas de la pieza final, pero presentan mas
dificultades en la preparacion de la mezcla, ya que tienen una elevada superficie especifica

y mayor facilidad para aglomerarse (91).

Entre los materiales utilizados con el objetivo de fabricar andamios para la reparacion 6sea,
se incluye una amplia gama de materiales ceramicos, poliméricos y compuestos (134).
Generalmente, dependiendo de la habilidad de estimular el tejido 6seo, los materiales se
clasifican en bioinertes o bioactivos; en estos ultimos se incluyen polimeros naturales como
el colageno, ceramicos como los fosfatos de calcio o vidrios bioactivos (45). Los fosfatos
de calcio han demostrado tener un gran potencial ya que son biocompatibles, tienen un
buen rendimiento, algunos tienen capacidad de degradacién (11), cuentan con buena
estabilidad mecéanica, ademas tienen una composicion muy similar al tejido éseo lo que

favorece la adhesioén y proliferacion celular y promueve la mineralizacién (10).

Los scaffolds, como dispositivos implantables, han mostrado ser efectivos en los procesos
de regeneracion 6sea. Sin embargo, se ha estudiado la adicion de compuestos naturales
para conferirles propiedades que el material del scaffold no podria brindar como actividad

antibacteriana o potenciar las propiedades de biocompatibilidad y bioactividad. Los
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propéleos se han utilizado para el tratamiento de muchas enfermedades y reparaciones
quirargicas debido a su actividad biologica (135). Estos son sustancias resinosas
producidas por las abejas a partir de diversas ceras, gomas, polen y savia que se
encuentran en las plantas que rodean las colmenas y que las utilizan para aislar el frio y
proteger de algunas plagas (113). La flora que rodea la colmena influye en las propiedades
del propdéleo, que varia segun la zona geografica en que se encuentre (114). Algunos
propoleos se han descrito como posibles agentes antioxidantes y con actividad
antibacteriana (115,116). También pueden considerarse como antiinflamatorios vy
restauradores de tejidos, ayudando en las curaciones de heridas y son buenas alternativas
para la regeneracion de tejidos (135-137).

En el presente trabajo se desarroll6 una mezcla de resina acrilicas con particulas de
fosfatos de calcio, haciendo uso de un dispersante, con el fin de ser implementada en la
impresion de scaffolds cerdmicos con geometria TPMS giroide por la técnica de
estereolitografia ceramica para posibles aplicaciones biomédicas. La resina fue
caracterizada y se estudié el comportamiento reolégico de la mezcla resina-fosfatos de
calcio, con diferentes porcentajes de carga ceramica, para verificar que las condiciones
reolégicas favorecieran la impresion de las piezas. Se obtuvieron scaffolds del compuesto
con geometrias Giroide de buena calidad. Dichos scaffolds se sometieron a un tratamiento
térmico controlado para eliminar la resina y lograr la sinterizacion de los cuerpos
ceramicos. Los scaffolds ceramicos resultantes se caracterizaron morfolégica vy
mecanicamente. El porcentaje de carga ceramica que presentd mejores resultados en la
prueba mecanica a la compresién se selecciond para obtener muestras que después del
tratamiento térmico, fueron sometidas a pruebas de degradacion y a un proceso de
impregnacion con extractos de propdleo proveniente de la region de Arauca, Colombia con

el fin de evaluar la citotoxicidad y proliferacion de la linea celular L929 en éstas.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Resinay particulas de fosfatos de calcio

Para la fabricacion de los scaffolds por estereolitografia se utilizé6 una resina comercial

Portux Print 3D Model sin pigmentar (New Stetic), la cual se analiz6 y caracterizd en un
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trabajo previo (67) (Ver anexo A) por medio de Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
termogravimetria (TGA), en un equipo TA Instruments Discovery 550 con atmoésfera de
aire y una rampa de calentamiento de 10 °C/min hasta 1000 °C, y espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) en un equipo Shimadzu IRTracer-100 con un accesorio
para medir la transmitancia, antes y después de curar. Los espectros se adquirieron en un

rango espectral de 500-4000 cm™™.

Las particulas de fosfatos de calcio, que se utilizaron en la suspensién de resina-cerdmica
usada para la impresion de las muestras, fueron sintetizadas por el método de
autocombustion (figura 3-1) siguiendo el procedimiento experimental presentado en un
trabajo anterior (138) (Ver Anexo B). Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)24H,0 (Merck)
e Hidrégeno Fosfato di aménico (NH.).HPO. (Alfa Aesar) fueron usados como materias
primas precursoras de calcio y fosforo, respectivamente. Como combustible se utilizé
Glicina C2HsNO: (Merck) y como catalizador se utilizé acido nitrico HNOs. A diferencia del
procedimiento presentado en (138), las cenizas no fueron tratadas térmicamente, sino que
fueron utilizadas directamente para las mezclas e impresion. A éstas se les hizo un
macerado manual durante 5 minutos y un proceso de desaglomerado en un molino de
bolas (Retsch PM 100) tratdndolas durante 15 minutos a 250 rpm con intervalos de 5
minutos e inversidn de giro. Las particulas se caracterizaron estructuralmente por medio
de difraccion de Rayos X con un difractémetro de doble circulo Xpert-Pro PANanalytical
Radiation Cu-Ka (A=0,15406 nm) en un rango de difraccion de 10° a 50° (20) y se midio su
tamafio de particula, tomando imagenes por microscopia de emisién de campo (FESEM)
para analizarlas posteriormente en el software de ImageJ y hacer un recuento estadistico
de 200 particulas. Para la adquisicion de las imagenes, las muestras se fijaron en una cinta
de grafito, se les realizd un recubrimiento delgado en oro (Au) (DENTON VACUUM desk
IV) y se analizaron en un Microscopio Electrénico de Emision de Campo Dual (Beam FIB-
FESEM, Thermo Fisher Scientific, modelo Socios 2 LoVac).
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Figura 3-1: Proceso de sintesis por autocombustién o combustién en solucion realizado.

Cenizas de CaP

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.2.2 Suspension de las particulas de fosfatos de calcio en la
resina

Se trabajaron suspensiones con concentraciones de 35 (35CaP), 40 (40CaP) y 50 (50CaP)
vol% de particulas de fosfatos de calcio (cenizas). Para la preparacion de cada lote se
realizo un proceso de 6 horas de mezcla en dos secciones con un molino de bolas (Retsch
PM 100). La primera seccion fue la mezcla de la resina comercial Portux Print 3D Model
sin pigmentar (New Stetic) con un dispersante Disperbyk-167 (Altana) al 10 w% respecto
a la carca ceramica a utilizar en cada bache, durante 2 horas a 250 rpm con pausas de 30
s en intervalos de 5 minutos con inversion de giro. Finalizadas las 2 horas de la primera
seccibn, se adiciond el polvo ceramico en la concentracion requerida para cada lote, y se
dispuso nuevamente en el molino con las mismas condiciones durante 4 horas para

obtener una mezcla homogénea (Figura 3-2).
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Figura 3-2: Preparacion de la suspension de resina — Fosfatos de calcio.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

Las diferentes suspensiones se caracterizaron reoldégicamente mediante curvas de
velocidad de cizalladura vs viscosidad, en un viscosimetro BOHLIN VISCO88BV (Bohlin
Instruments). A la suspension 50CaP también se le realiz6 andlisis termogravimétrico
(TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un equipo TA Instruments Discovery
550 con atmosfera de aire y una rampa de calentamiento de 10 °C/min desde temperatura
ambiente hasta 1200 °C, para determinar la ocurrencia de cambios térmicos en la mezcla
con la mayor carga ceramica trabajada. Para ello se utiliz6 una probeta de 4 mm de
diametro y 1.5 mm de alto, impresa en la misma maquina en que se imprimieron los

scaffolds y con los mismos parametros de impresion.

3.2.3 Obtencion de los scaffolds

En el proceso de estereolitografia (STL) y procesamiento digital de luz (DLP), el archivo
CAD del prototipo a imprimir, se somete a un proceso de slicing por capas. Dicha
informacion se le envia a la maquina que, a través del uso de mascaras, proyecta cada

seccion horizontal sobre la resina liquida. La plataforma mévil de la maquina se ubica en
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la parte inferior del eje Z sumergida en la cubeta que contiene la resina liquida, dejando
entre el fondo del recipiente y la plataforma un lecho delgado de material, que se solidifica
ante la incidencia de la luz UV conformando la capa con forma y espesor establecido. La
plataforma asciende con la capa ya solida y adherida mecanicamente, permitiendo que la
resina llene nuevamente toda la cubeta y vuelve a sumergirse hasta el fondo para repetir
el proceso las veces necesarias para solidificar todas las secciones que forman el objeto
(67).

En este trabajo se utilizé la impresora Asiga PICO2GD (figura 3-3(a)), la cual trabaja con
la metodologia DLP con una fuente de luz con longitud de onda de 385 nm. Los parametros
de impresién y el slicing fueron configurados por medio del software Asiga Composer,
utilizando un grosor de capa de 0.05 mm, un tiempo de exposicion de 68 s para las
primeras capas y 15 s para el resto de las capas. La TPMS seleccionada para la geometria
de los scaffolds fue de una Giroide la cual se puede ver en la figura 3-3(b). con forma
externa cilindrica de 10 mm de diametro, 8 mm de alto y una porosidad del 80.5 vol%,
Dicha porosidad, se midi6 haciendo uso del software ImageJ y una imagen del modelo
CAD en donde se calcul6 el volumen de material y el volumen de poros. La porosidad a la
gue se refiere en esta seccion es a nivel macroscépico, la cual es el resultado de la
geometria tipo TPMS. La porosidad microscépica es propia del material, sea compuesto o
sea sOlo cerdmico. en los cuerpos hibridos puede estar constituida por pequefios poros
alrededor de las particulas cerAmicas en contacto con la resina y luego en los cuerpos
sinterizados proviene del contacto de una particula con otra y el mismo proceso térmico.
En este caso, solo se midié la macroscépica. Los poros interconectados de las estructuras
TPMS se pueden describir a través de funciones trigonométricas, y éstos fueron
modelados por el software MathMod® en un trabajo previo (99). Inicialmente se obtuvo
una celda unitaria de la TPMS que se replicé en tres dimensiones, 3 veces en los ejes de
coordenadas XY y 2 veces en el eje de coordenadas Z de modo que las superficies

resultantes consistieron en 18 celdas unitarias en total.

Figura 3-3: Impresion de las muestras. (a) Maquina que funciona bajo la metodologia DLP
utilizada para la impresion de las muestras, con la cubeta adaptada para utilizar bajos

contenidos de mezcla. (b) modelo CAD de geometria Giroide, vista superior y lateral.
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(b)

Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.2.4 Procesamiento posterior de los cuerpos verdes ceramicos

En el proceso de estereolitografia ceramica se deben llevar a cabo unos pasos esenciales
para obtener piezas completamente ceramicas, los cuales son: la preparacion de la
suspension resina-ceramica fotopolimerizable, la creacion o impresion de la pieza, el
desaglomerado de la resina y la sinterizacion del cuerpo verde ceramico. El objetivo es
lograr obtener una alta densidad de particulas para poder producir piezas ceramicas con
buena integridad dimensional y estructural y lograr un correcto sinterizado de la pieza una

vez se dé el proceso de desaglomerado de la resina (31).

Una vez impresas las muestras, se limpiaron durante 3 minutos en alcohol isopropilico y
se les realiz6 un proceso de post curado con una camara Anycubic Wash & Cure Plus
Machine (Anycubic, China) a una longitud de onda de 405 nm durante 50 minutos.
Posteriormente, las muestras se sometieron a tratamiento térmico en un horno SA-1700X,
(Sentro tech corp, USA) (figura 3-4(a)) para la eliminaciébn de la resina y posterior
sinterizacion del material ceramico. La curva del tratamiento térmico utilizado se puede
apreciar en la figura 3-4(b). La temperatura maxima alcanzada fueron 1300 °C. En el
proceso se realizé una pausa de 2 horas a 800°C para garantizar el cambio de fase de los
fosfatos de calcio obtenidos y una vez terminado el tiempo del proceso del sinterizado, el
enfriamiento fue lento, de acuerdo con las condiciones del horno, hasta alcanzar la

temperatura ambiente de 25 °C.



84 Obtencion de un scaffold ceramico de fosfato de calcio a partir de estereolitografia

ceramica con potencial aplicacién en regeneracion de tejido 6seo.

Los cuerpos ceramicos sinterizados se caracterizaron por medio de difraccién de Rayos X
con un difractémetro de doble circulo Xpert-Pro PANanalytical Radiation Cu-Ka (A=0,15406
nm) en un rango de difraccion de 10-50° (26).

Figura 3-4: Imagen modelo CAD y curva de tratamiento térmico. (a) Imagen superior y
lateral del modelo CAD de la geometria Giroide, (b) Curva de tratamiento térmico a la que
fueron sometidas las muestras de 35CaP, 40CaP y 50CaP.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.2.5 Caracterizacion de los scaffolds

Los scaffolds cerdmicos de fosfatos de calcio obtenidos mediante DLP antes y después
del tratamiento térmico de desaglomerado de la resina y sinterizado del cuerpo verde,
fueron caracterizados por medio de microscopia de emision de campo (FESEM). Para la
adquisicion de las imagenes, las muestras se fijaron en una cinta de grafito, se les realizé
un recubrimiento delgado en oro (Au) en una maquina DETON VACUUM desk IV y se
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analizaron en el microscopio electrénico de emision de campo dual (Beam FIB-FESEM,
Thermo Fisher Scientific, modelo Socios 2 LoVac). Asi mismo, los scaffolds antes y
después del sinterizado fueron sometidos a pruebas de resistencia mecénica a la
compresion en una maquina de ensayos universal (Instron 3366, instron, MA, USA) con un
desplazamiento constante de 1 mm/s, tomando medidas en 5 scaffolds de cada tipo de
concentracion con las mismas condiciones. Para calcular el porcentaje de contraccion
volumétrica que se dio en el tratamiento térmico, se tomaron las dimensiones externas de
las muestras con un calibrador analogo (Discover tools, china) tanto para las muestras
antes y después del sinterizado midiendo el diametro y la altura. En el archivo CAD también
se midid el volumen tedrico de la geometria haciendo uso del software ImageJ, asi como
los grosores de las paredes tanto para el modelo CAD como para los scaffolds impresos y

después del sinterizado.

3.2.6 Prueba de degradacion

De acuerdo con la norma ASTMF 1635-16, el ensayo de degradacion in vitro se realizo
para estudiar la pérdida de peso de los scaffolds 50CaP, después del proceso de
sinterizado, durante 23 dias, inmersos en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (pH
7.4, Sigma-Aldrich, USA). Se realizaron mediciones en los dias 1, 5, 8, 12, 15y 23. Cada
muestra se sumergi6é independientemente en 20 mL de PBS en recipientes de polietileno
sellados y se guardaron en una incubadora (Thermo Scientific, USA) a 37 °C y 5% de COa.
Los dias en los que se evaluaron las condiciones de las muestras, se midi6é el pH de cada
recipiente con un pH metro PH700 (Apera, USA). Se sacaron las muestras del PBS, se
lavaron con agua destilada y éstas se secaron a 30 °C durante 15 minutos en una estufa
(Binder, Germany). Una vez las muestras estuvieron secas, se midid el peso de cada una
en una balanza (Adam equipment, UK). La pérdida de masa se calcul6 teniendo en cuenta

la ecuacién 1. Cada medicion en los dias seleccionados se realiz6 por triplicado.

Wi

Perdida de masa (%) = %W; x 100 Ecuacion 3-1
0

Donde Wy es el peso de la muestra inicial seca 'y W: es el peso de la muestra seca después

del tiempo seleccionado.
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3.2.7 Impregnacién de los scaffolds sinterizados con propoéleo

Los scaffolds de 50CaP impresos y sinterizados fueron impregnados con extractos de
propéleo proveniente de Arauca, Colombia, con una concentracion de 0.7mg/mL, los
cuales fueron obtenidos en un trabajo anterior (116). Para esto, inicialmente se depositaron
20 pL del extracto etandlico de propoéleo sobre la superficie de cada scaffold y éstos se
colocaron en una camara de presion positiva (Wiropress, BEGO, Alemania) durante 5
minutos a 2.4 Bar. La absorcién del extracto por parte del scaffold se confirmé mediante la
observacién del cambio de coloracion del andamio y la revision de la humedad de una
servilleta sobre la cual se encontraban las muestras. Una vez se confirmé que el extracto
habia sido absorbido, el proceso se repitié hasta que el volumen total impregnado fue de
80 pL. Las muestras se pueden observar en la figura 3-5.

Figura 3-5: Scaffolds de 50CaP impregnados con propoéleo proveniente de la region de
Arauca, Colombia y sin impregnar.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.2.8 Ensayo biolégico

Para la evaluacion de la bioactividad se utilizaron dos grupos de muestras, scaffolds 50CaP
impregnados del extracto etandlico de propéleo (50CaP+P) y scaffolds 50CaP sin
impregnar, los cuales fueron esterilizados con luz UV, previo al ensayo. Se realiz6 una
prueba de citotoxicidad con MTT utilizando platos de 24 pozos. En cada pozo se depositd
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un scaffold de cada tipo y sobre éstos se sembraron 50.000 células de la linea celular L929
(NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L]) ATCC Nr. CCL-1, utilizando como
medio DMEM al 10% V/V de suero bovino fetal, estreptomicina al 1% V/V y anfotericina B
al 1% V/V (Gibco, USA). Para garantizar el correcto crecimiento de las células, se realizd
un control consistente de la misma cantidad de células sembradas sin ningun tipo de
scaffold. Sin embargo, dichos controles no se tuvieron en cuenta para las mediciones. La
prueba se realiz6 tomando medidas a las 24 y 96 horas y a los 6 dias. Cada dia en los que
se realizaron mediciones, se eliminé el medio en el que se encontraban los diferentes
scaffolds, se lavaron los pozos y las muestras con Lactato de Ringer para eliminar las
células muertas, se agregd la solucibn de MTT, la cual fue preparada con una
concentracion de 1 mg/mL en medio DMEM, se dejaron en la incubadora por 2 horas y
pasado este tiempo se midié la absorbancia a 570 nm de cada pozo con scaffolds 50CaP
y 50CaP+P comparandolas entre si en un espectrofotbmetro (Multiscan Go, Zeiss,
Alemania). Las muestras por cada condicion y las mediciones de estas se realizaron por

triplicado.

Figura 3-6: Ensayo bhioldgico realizado a los scaffolds de fosfatos de calcio con y sin
impregnacion de propoleo. Imagen del cultivo control de la linea celular de L929. Ensayo

de MTT para la viabilidad celular.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe
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3.2.9 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE). El analisis
estadistico se realizd6 con el programa Minitab Statistical software (Minitab Inc.). Para
evaluar la significancia de los grupos experimentales se realiz6 un Anova multivariado. Un
valor p £ 0.05 se consideré estadisticamente significativo. Las gréficas se realizaron
utilizando El sofware Wolfram Mathematica (Wolfram) y en el software Origin (OriginLab
corporation).

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Caracterizacion del polvo ceramico

La figura 3-7(a) muestra el histograma resultante del andlisis de la distribucion de tamafio
de particula (DTP) de las particulas de fosfatos de calcio (cenizas) utilizadas. En él puede
verse que el 32.5% de las particulas tienen un tamafio entre 20 y 40 nm y el 90% de las
particulas tienen tamafios inferiores a los 100 nm. Se puede ver en la figura 3-7(b) la
presencia de agregados alrededor de 150 nm compuestos por nanoparticulas de
morfologia granular o esférica. Es importante tener un control sobre el tamafio de las
particulas y agregados utilizados en la impresion por DLP ya que el tamafio de éstos debe
ser mas pequefio que el espesor de la capa, de lo contrario, la resolucion vertical de la
geometria impresa se podria ver afectada (31). En este caso, la mayoria de las particulas
tienen un tamafio menor al tamafio de capa utilizado de 0.05 mm, por lo tanto, lo que

permite concluir que la resolucién de la impresion no se vera afectada.

En el difractograma de Rayos X de las cenizas reportado en (138), se evidencio la
formacion de dos fases principales de fosfato de calcio: la hidroxiapatita, que indexa con
el patron JCPDS (010740566) (HA), y la fase ftricalcica de fosfato calcico B,
correspondiente a la ficha JCPDS (01-070-2065 B-TCP). También se muestran las fases
minoritarias de pirofosfato calcico 01-073-0440 (CPF). La figura 3-7(c) muestra el
difractograma de rayos X del material después del tratamiento térmico y sinterizado, en el

cual se observa que mejor0 la cristalizacion de las fases mayoritarias y desaparecio la fase
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de pirofosfato. Esto indica que, durante el proceso de eliminacion de la resina, las cenizas
resultantes del proceso de auto combustién alcanzan su cristalinidad y adoptan las

caracteristicas estructurales de las fases cristalinas presentes en el producto final.

Figura 3-7: Caracterizacion de las particulas y scaffolds de Fosfatos de Calcio. (a)
Histograma resultante de las mediciones de tamafio de particula tomadas con el software
ImageJ y analizadas por el software Origin de la distribucion del tamafio de particula de los
Fosfatos de Calcio (cenizas) utilizados en la mezcla de resina-ceramica para la impresion
por DLP. (b) Ejemplo de imagen de FESEM utilizada para hacer las mediciones de los
tamafos de particulas y agregados. (c) Difractograma de Rayos X de los scaffolds de
fosfatos de calcio después del tratamiento térmico y sinterizado.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.
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3.3.2 Caracterizacion de laresinay la suspensién

Las caracteristicas del comportamiento térmico y de las moléculas que componen la resina
antes y después de curada, se presentan en un trabajo previo (67) (Ver anexo A). Es
posible dilucidar que la resina utilizada es de naturaleza acrilica, el comportamiento
termogravimétrico fue el propio de resinas de este tipo y, ademas, después de utilizar la
resina en el proceso de impresion, ésta no presenta cambios ni formacion o desaparicion
de grupos funcionales. En el TGA se observa que las mayores pérdidas de masa se dan
entre los 300 y 470°C. La figura 3-8(a) muestra la curva resultante del ensayo de TGA y
DSC para una muestra de 50CaP. En la curva del TGA se puede observar que la pérdida
de masa presenta el mismo comportamiento de la resina sin carga ceramica presentado
en (67)(Ver anexo A). Las mayores pérdidas se dan entre los 300 y los 470 °C. A partir de
esta temperatura se observa que las pérdidas de masa son minimas y queda un porcentaje
de peso remanente, correspondiente a la cantidad de particulas cerdmicas presentes en
la probeta estudiada, indicando que la resina no presenta ninguna alteracién al estar en
contacto con las particulas de fosfato de calcio, por lo que no se muestran diferencias en
el proceso de desaglomerado de la resina con o sin carga cerdmica. En el DSC se
presentan tres regiones sefialadas con recuadros punteados. Un pico exotérmico cercano
a los 110°C, enmarcado en el recuadro verde, se atribuye a reacciones de polimerizaciéon
gue siguen ocurriendo en la resina ya solidificada (118—120). La regién exotérmica cercana
a 300 y 400°C, corresponde a la reaccion de degradacion de la resina y en donde se ve
representada la mayor pérdida de masa de la muestra. Dicha degradacién se presenta por
procesos de oxidacion o separacion de la cadena polimérica en puntos aleatorios (121).
Este comportamiento fue evidenciado también por Yong Zeng et al (139). Finalmente, la
zona resaltada en el recuadro morado después de los 650°C muestra un pico exotérmico
gue indica que el proceso de descomposicion del polimero se sigue presentando a estas
altas temperaturas; sugiriendo que quedan residuos de carbono en la muestra, pese a que

las pérdidas de masa que se observan en el TGA son variaciones minimas (122).

Las curvas de velocidad de cizalla vs viscosidad de las mezclas con los diferentes
porcentajes de carga ceramica se presentan en la figura 3-8(b). Como se puede observar,
las 3 mezclas trabajadas presentaron un comportamiento reolégico no newtoniano, pseudo

plastico, con un adelgazamiento por cizallamiento, el cual puede explicarse por la
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destruccién de la microestructura de red, que tuvo lugar a partir de la interaccion entre las
particulas y entre éstas con los mondémeros de la resina, al aumentar la velocidad de cizalla
(140). Dicho comportamiento esta ampliamente soportado en la bibliografia
(10,40,86,91,141).

Comunmente las resinas con valores mas altos de viscosidad que se pueden utilizar para
imprimir por estereolitografia sin tener inconvenientes alcanzan los 5 Pa-s (26). Sin
embargo, para que una suspension resina-ceramica sea adecuada para los procesos de
impresion, su viscosidad debe ser relativamente baja de tal manera que durante la
impresion se auto nivele la mezcla en la cubeta y el material particulado no cause
interferencias en el proceso, por lo que las resinas cargadas deben tener viscosidades
inferiores a los 3 Pa-s (31). Ademas, la cantidad de solidos presentes debe ser la mas alta
posible para que el proceso de sinterizacion ocurra adecuadamente, dando lugar a cuerpos
densificados sin una contraccién excesiva que pueda causar defectos. No obstante, la
carga de solidos no debe causar una viscosidad inadecuada ni cambiar el comportamiento
de cizallamiento fino de la suspension (16) por lo que el uso de dispersantes puede ser de
gran ayuda. Para el caso de las 3 mezclas, las viscosidades después de velocidades de
cizalla superiores a los 400 s no superan los 1.2 Pa-s, siendo la de mayor viscosidad la
mezcla de 50CaP, cuyo valor de viscosidad esta por debajo de los valores reportados para
suspensiones resina-ceramica para estereolitografia. El uso del dispersante BYK en las
suspensiones fue indispensable para obtener mezclas con buena fluidez y estabilidad de
las particulas. Esto podria deberse al anclaje del grupo fosfato del BYK, que hace que se
combine facilmente con las particulas de fosfato de calcio, mientras que su cadena final
tiene afinidad por los medios no acuosos (140) dando lugar a una capa que funciona como
barrera en la superficie para la interaccion entre las particulas ceramicas generando la

fuerza de repulsion suficiente entre éstas (91).

Las viscosidades obtenidas para los tres tipos de mezclas son exitosas, pues la viscosidad
de las resinas aumenta exponencialmente con el incremento de contenido ceramico lo cual
es un resultado esperado, sin afectar el proceso de impresion. Algunos trabajos que
incluyen cargas superiores al 40 vol% estan limitados a utilizar particulas del orden
micrométrico, dado que las nanoparticulas tienen grandes areas de superficie de reaccién
por unidad de volumen, por lo que es complejo preparar resinas ceramicas con altos
contenidos de nano particulas y hay pocas investigaciones donde se logre esto (140,142).

Asi, el uso de nanoparticulas de fosfatos de calcio en este trabajo da resultados
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prometedores de suspensiones ceramicas con viscosidades adecuadas para la impresion

3D por estereolitografia cerdmica.

Figura 3-8: Caracterizacion de la suspension. (a) Analisis termogravimétrico y calorimetria
diferencia de barrido de la probeta de 50CaP. (b) Curvas de velocidad de cizalla vs

viscosidad de las mezclas con los diferentes porcentajes de carga ceramica.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.3.3 Caracterizacion de los scaffolds

Los scaffolds obtenidos al final de la impresién por procesamiento de luz digital (DLP) de
la suspension resina-ceramica, y después del tratamiento del postcurado y sinterizado,
pueden ser observados en la Figura 3-9. Se imprimieron con éxito scaffolds cilindricos con
geometria Giroide con dimensiones de 10 x 8 mm (didmetro x altura) y porosidad del 80.5
vol%. Macroscopicamente no se observan diferencias en la morfologia entre los scaffolds
obtenidos con los diferentes porcentajes de particulas y el modelo CAD (figura 3-3(b)). Los
scaffolds presentan porosidad interconectada y el porcentaje de porosidad de conserva en
las muestras después del sinterizado. Los scaffolds presentan una tonalidad gris opaca
antes del proceso de sinterizado (figura 3-9(a-c)), lo cual se debe a la alta cantidad de
particulas presentes en ellos y que éstas aun no han sido sometidas a tratamiento térmico.
El aspecto superficial de los scaffolds es liso y sin defectos sobresalientes y no se

observaron obstrucciones de los poros propios de los scaffolds que pudieran indicar
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procesos de sobrecurado, por lo que los parametros de impresién seleccionados fueron
los adecuados.

En la figura 3-9(d-f) se observan los mismos scaffolds después del proceso de sinterizado.
Se puede evidenciar una contraccion volumétrica debida al tratamiento térmico en el cual
la resina desaparece completamente. Los valores de las contracciones se presentan en la
tabla 1 para cada tipo de scaffold obtenido. Ademas, se observé un adelgazamiento en las
paredes de los scaffolds antes y después del sinterizado. Los valores de estos grosores
también se presentan en la tabla 3-1. Se puede apreciar que la mayor contraccién ocurrié
en las muestras 35CaP, lo cual era lo esperado, dado que son las muestras con la menor
cantidad de particulas y por lo tanto el mayor porcentaje de resina. Pese a que se dan
estas contracciones en las diferentes concentraciones, la geometria propia de la TPMS
giroide se conserva sin deformaciones apreciables y sin cambios en el porcentaje de

porosidad del disefio.

Figura 3-9: Fotografias digitales de los scaffolds obtenidos por impresion DLP con
geometria Giroide. Antes del proceso de sinterizado (a) 35CaP, (b) 40CaP, (c) 50CaP y
después del proceso de sinterizado (d) 35CaP, (e) 40CaP y (f) 50CaP.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

Tabla 3-1: Valores de contraccién volumétrica, resistencia maxima a la compresion y
Modulo de Young para los scaffolds con geometria giroide, antes y después del sinterizado,

en las diferentes concentraciones de carga cerdmica.
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Médulo de Young Resistencia maximaa Grosor paredes de los
Tipo | Contraccion [MPa] la compresion [MPa] scaffolds [um]
volumétrica Antes Después Antes Después Antes Después
sinterizar = sinterizar = sinterizar = sinterizar sinterizar = sinterizar
35CaP 79.4% 75121 34 +17 4+1 0.83 + 0.06 348 + 28 150 + 18
40CaP 72.1% 50 £ 12 32116 3.2+0.5 0.9+0.2 354 +21 215+8
50CaP 68.8% 57+6 40+ 13 3.4+£0.6 09+1 328 +17 179 £ 20

En la figura 3-10 se presentan las imagenes FESEM de las muestras con geometria giroide
a las diferentes concentraciones de carga ceramica, antes y después del sinterizado. Para
el caso de los scaffolds antes del sinterizado (Figuras 3-5(a-f)) no se observan diferencias
significativas entre los tres tipos de muestras y con el modelo CAD (figura 3-3(b)), las
paredes de los scaffolds se ven con un alto contenido de particulas ceramicas, se alcanzan
a ver las capas propias del proceso de impresion y no es posible observar la resina que
sirve en este caso como aglutinante. Los grosores de las paredes para las muestras antes
y después del sinterizado también se muestran en la figura 3-10 con flechas amarillas. No
se observan diferencias significativas entre los grosores de las paredes de las muestras
antes del curado, teniendo en cuenta que las incertidumbres de estas medidas hacen que
los valores se solapen. Sin embargo, existe una tendencia a que las muestras de 35CaP
Y 40CaP tengan mayor grosor de las paredes, lo cual puede ser resultado de mayores
curados generados en el proceso de impresion dado que la menor cantidad de particulas
genera menos atenuacion de la luz y por tanto una exposicion mayor en los mismos
tiempos. El grosor de 50CaP es menor, debido a que el tiempo de curado no aumenté y al
tener mas particulas que los otros dos tipos de concentraciones, éstas atenlian mas la luz
y el tiempo de exposicidn en cada capa no alcanza a ser suficiente para formar rebordes.
En los scaffolds después del proceso de sinterizacién, las muestras de 35CaP son las que
tienen menor grosor de paredes, ya que al tener menor cantidad de particulas la
contraccién es mayor. Entre los espesores de 40CaP y 50CaP se observa que 50CaP tiene
valores menores, lo que puede indicar que el proceso de sinterizado del material fue mejor

debido a la alta cantidad de particulas y la buena formacién de cuellos en el sinterizado.

Para los scaffolds después del proceso de sinterizacion (Figuras 3-10(g-l)), se evidencian
algunas grietas, como resultado de las contracciones volumétricas que se presentan en
ellos, las cuales se sefialaron con flechas rojas. Los scaffolds 35CaP son los que presentan
mayor cantidad de grietas, nuevamente debido a que éstas presentan la menor cantidad

de particulas y el mayor porcentaje de resinay fueron objeto de las mayores contracciones.
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Para el caso de los scaffolds de 40CaP y 50CaP las grietas son casi imperceptibles, lo que
indica un adecuado tratamiento térmico. La curva que se utilizé tiene pausas de una hora
cada 100 °C lo que hace que los aumentos de temperatura en el momento del
desaglomerado sean pausados y garanticen una salida de la resina sin generar tensiones
excesivas, ademas la temperatura de sinterizado de 1300 °C fue adecuada para que los
cuerpos quedaran densos, como se puede observar en las imagenes de la figura 3-10(j, k,
[) en donde se ven los cuellos del sinterizado y en donde éstos son mayores y quedan

menos poros a medida que aumenta la carga ceramica.

Figura 3-10: Imagenes SEM y FESEM de: Scaffolds Giroide antes del sinterizado (a, d)
35Al, (b, e) 40Aly (c, f) 50Al. Después del sinterizado (g, j) 35Al, (h, k) 40Aly (i, I) 50Al.

X i

Nombre de la fuete: Carolina Duque Uribe.
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3.3.4 Comportamiento mecanico

En la figura 3-11 se presentan las curvas de Esfuerzo vs deformacion que se obtuvieron
de los scaffolds con geometria giroide, antes y después del sinterizado en el ensayo
mecanico a compresion. La resistencia maxima a la compresién y el médulo de Young que
se obtuvo para cada tipo composicion se encuentran en la tabla 3-1. En la comparacién
estadistica entre los scaffolds antes y después del sinterizado se obtuvieron valores p
inferiores a 0.05 para los tres tipos de concentraciones, por lo que se puede decir que si
hay diferencias significativas en los resultados obtenidos. Los scaffolds fabricados con la
combinacién de polimero-ceramico antes del sinterizado presentaron mayor resistencia
mecanica a la compresién y mayores médulos de Young, lo que indica que la carga
ceramica se encuentra bien adherida a la resina, lo cual contribuye a conferirle rigidez a
las piezas. Los cuerpos del material compuesto impresos y postcurados son integros y con
bajas cantidades de defectos. Una resistencia mecanica de la muestra al 35CaP antes del
sinterizado ligeramente mas alta, puede indicar una mayor presencia de pequefios
defectos en las muestras asociadas con la cantidad de particulas de fosfatos de calcio,
ademas de una mayor presencia de aglomerados que pueden causar ligeras
disminuciones en las resistencias de los cuerpos ceramicos a cargas de compresion. Sin
embargo, los valores presentados no presentan diferencias significativas entre un
porcentaje de particulas y otro. Resultados similares se obtuvieron en un trabajo anterior
trabajando con menores porcentajes de carga (67), Ademas ese aumento en la resistencia
mecanica para las muestras de 35CaP puede estar reflejando un mejor curado durante el
proceso de impresion por la mas baja cantidad de particulas ademas de la influencia del
grosor de sus paredes, como fue mencionado anteriormente. Los resultados de resistencia
maxima a la compresion de los cuerpos hibridos alcanzan valores dentro del rango del
hueso esponjoso humano (0.6-15 MPa) (143), por lo cual pueden ser también
considerados como alternativas para reparaciones 0seas en donde se requieran piezas
con alta resolucion, buenos acabados y buena resistencia a cargas mecanicas sin que la
pieza sufra procesos de degradacion acelerada. El médulo de Young da informacion de
las propiedades elasticas del material o del cuerpo impreso. Los valores de éste para los
cuerpos hibridos son més altos que en los completamente ceramicos, efecto directamente

relacionado a las caracteristicas de rigidez conferidas por la presencia de la resina y con
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la porosidad generada en los cuerpos cerdmicos ante la proximidad de las particulas de

tamafio nanométrico durante el proceso de sinterizacion.

Después del proceso de sinterizado, los scaffolds totalmente cerdmicos presentaron
menores resistencias a la compresion debido a las fisuras presentes del proceso de
contraccion dada por la eliminacion de la resina y la generacion de tensiones en el cuerpo
durante dicho proceso, al poco volumen de material que se tiene en el caso de este tipo
de geometria TPMS y a la fragilidad caracteristica del material ceramico. El
comportamiento entre los tres tipos de concentraciones era el esperado, presentando
mejor resistencia mecénica cuando la carga ceramica es mas alta. Ambos resultados
(resistencia a la compresién y modulo elastico) para los tres tipos de concentraciéon de
particulas, coinciden con los reportados para el hueso esponjoso y cortical, por lo cual este
tipo de scaffolds son prometedores para las aplicaciones médicas con aplicaciones en las
reparaciones 6seas (10,80). En los cuerpos ceramicos, un menor modulo de Young implica
gue con menores esfuerzos, los cuerpos presentan mayores deformaciones, lo cual refleja
un comportamiento mas fragil tipico de un material completamente ceramico. Para el caso
de los scaffolds ceramicos, el que presentd mejor comportamiento mecanico a la
compresion fue el 50CaP, por lo que esta geometria fue la seleccionada para realizar la

impregnacion de extractos etandlico de propdleos y ensayos bioldgicos.

Figura 3-11: Curvas de Esfuerzo vs Deformacién para los scaffolds con geometria Giroide

(a) antes del sinterizado y (b) después del sinterizado.
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3.3.5 Degradacion in vitro

El comportamiento de degradacion in vitro de los andamios 50CaP después del proceso
de sinterizado se estudié mediante la inmersién en solucion PBS durante un periodo de 1,
5,8, 12, 15y 23 dias. Los resultados de este experimento se presentan en la figura 3-12.
Para el caso en que la pendiente es positiva se consideran como perdidas de masa y
cuando son negativas se consideran como aumentos o ganancias de masa. Los scaffolds
conservaron su forma durante toda la prueba, sin presentar deformaciones evidentes. El
pH del PBS en el que estaba cada muestra permanecié constante y cercano al pH inicial
del PBS (7.4), indicando la estabilidad del material en el tiempo. En los primero dias se da
una interaccion quimica entre los scaffolds y el medio haciendo que se depositen sales en
la superficie de las muestras (129), presentando fluctuaciones en estos dias iniciales de
inmersion. Sin embargo, como se puede ver en la figura 3-12, la disolucién de las sales es
rapida debido a la alta interaccion con el medio gracias a la rugosidad de la muestra, por
ende, el dia 8 se evidencia una pérdida de masa significativa. La ganancia de masa que
se observa a partir del dia 12, hasta el dia 23, resulta de la misma interaccién de los
fosfatos de calcio del scaffold con el medio y a su propiedad bioactiva, lo que hace que se
depositen fases apatitica en la superficie del material aumentando su masa, un resultado
similar se observé en un trabajo previo donde se comprobé la alta bioactividad de los
fosfatos de calcio, generando fases apatitica en la superficie de scaffolds (67). Las
ganancias de masa aumentan considerablemente entre el dia 12 y 15, indicando que en
dichos dias se presentan las mayores deposiciones de fases apatitica. El dia 23 el aumento
no es significativo respecto a los anteriores por lo que se esta llegando a la estabilidad en

las interacciones quimicas del material con el medio circundante.
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Figura 3-12: Valores de pérdida e incremento de masa de los scaffolds 50CaP después
del sinterizado en funcién del tiempo de remojo en PBS.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.3.6 Ensayo biologico de los scaffolds impregnados con
propoleo

Una vez se realiz6 la impregnacion de los scaffolds, éstos cambiaron su tonalidad a tonos
marrén, efecto esperado debido a que el propdleo queda dentro de la matriz cerdmica y
éste tiene dicho color. Ademas, la impregnacion fue exitosa debido a que no causo ningudn
tipo de dafio en la integridad y estructura de los scaffolds de 50CaP ni gener6 variaciones

en el tamarfio de este.

Debido a que, en los tres tiempos de medicién los controles de células se encontraban
viables, se realiz6 la prueba de MTT para cada tipo de scaffold y se hicieron las mediciones
de respectivas como fue descrito. En la figura 3-13 se presentan los resultados exitosos
de proliferacién celular y citotoxicidad para cada tipo de scaffold en los diferentes tiempos,
en términos de la absorbancia. Las enzimas oxidorreductasas celulares, reducen el tinte
del MTT a su forma insoluble Formazan, generando una coloracion purpura a la solucion,
a la que se le puede medir la absorbancia dando cuenta de la cantidad de células vivas
presentes (144). Mientras mayor sea el valor de absorbancia, mas cantidad de células

vivas hay en la muestra analizada.
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Se observa un crecimiento celular tanto en los andamios impregnados con propéleos
(50CaP+P), como en los que no tienen propdleos (50CaP), lo que indica que la geometria
de los scaffolds cerdmicos impresos y la estructura quimica de las fases hidroxiapatita y
los fosfatos tricalcicos [3, que los conforman, proporcionan una superficie que promueve la
adhesion celular, facilitando la proliferacion de las células L929. La geometria TPMS
Giroide empleada promueve el crecimiento celular, debido a su porosidad interconectada
garantizada por medio de las funciones mateméaticas propias de la estructura y a la
porosidad impartida por el comportamiento del ceramico, una vez terminé el proceso de
sinterizado. Estos resultados son consistentes con estudios previamente reportados,
donde andamios hechos con fosfatos de calcio o vidrio bioactivo, mejoran el proceso de
proliferacion (145,146). La geometria TPMS giroide facilita el transporte de nutrientes y la
eliminacion de desechos, haciendo una imitacion adecuada de la microestructura del
hueso natural (147). También se ha demostrado que esta geometria promueve la
vascularizacion, lo que acelera el proceso de regeneracién (103) y a su vez, facilita la
adhesion celular ofreciendo un area superficial suficiente para que se dé la interaccién

célula-material y estimular la formacion del tejido 6seo (103,148).

Los valores de absorbancia para 50CaP+P, en los tres dias de medicion de la prueba, son
superiores que los de 50CaP, lo que indica que el extracto etanélico de propdleo favorecio
el crecimiento celular, mostrando ser seguro a la concentracién utilizada, es decir, sin
efectos citotoxicos radicales. Los propdleos contienen diferentes compuestos organicos e
inorganicos entre los cuales se incluyen polifenoles, terpenoides, esteroides, aminoacidos,
flavonoides, é&cidos fendlicos como acido gdlico, cafeico, entre otros (137,149,150).
Muchos estudios han demostrado el impacto que algunos de estos compuestos tienen,
confiriéndole propiedades a los propdleos como antioxidantes, antinflamatorios,
antialérgicos, antibacterianos, e incluso restauradores y favorecedores de proliferaciéon
celular (137). Se ha revelado la eficacia en la regeneracion 0sea y de cartilagos, gracias a
uno de los componentes activos del propéleo como lo es el acido cafeico (150) e incluso
se han visto resultados positivos del uso de propoéleos frente a células conectivas como
son los fibroblastos evitando la apoptosis (150). También se ha visto que pueden ser
eficaces para aumentar la produccién de colageno de las L929 durante la fase de
proliferacion (135,151). Por todo lo anterior, se puede dilucidar que el uso del propéleo es

beneficioso para la regeneracion de tejidos (136).
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Figura 3-13: Proliferacion celular de la linea celular L929 en scaffolds del 50% p/V de
fosfatos de calcio con (50CaP+P) y sin impregnacién (50CaP) de extracto etandlico de
propéleo proveniente de Arauca, Colombia a las 24h, 96h y 6 dias.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

3.4 Conclusiones

En el presente trabajo se desarrollaron scaffolds con geometria TPMS giroide a través de
la técnica de procesamiento digital de luz (DLP) con una suspension a base de una resina
comercial de naturaleza acrilica y carga ceramica de 35, 40 y 50 vol% de fosfatos de calcio.
La resina utilizada, presenté un comportamiento tipico de una resina acrilica en el ensayo
de TGA, las particulas fueron obtenidas por la técnica de autocombustién dando como
resultado polvos de fosfatos de calcio con mayoria de fases en Hidroxiapatita y fosfatos
tricalcicos 3, de tamafo nanométrico. Las viscosidades de los tres tipos de suspensiones
son adecuadas para el proceso de impresion. Se resalta el hecho de que se utilizé un
porcentaje correcto de dispersante BYK (10 w% respecto a la masa de las particulas) y
gue se obtuvieron valores de viscosidades bajas utilizando tamafios de particulas
nanometricas, lo cual contribuye al conocimiento de suspensiones de nanoparticulas de
fosfato de calcio en resinas acrilicas. Los scaffolds obtenidos se sometieron a un
tratamiento térmico que resultd exitoso tanto en el proceso de desaglomerado de la resina
gue sirvié como aglutinante de las particulas, como para la sinterizacion del cuerpo verde,
obteniendo cuerpos ceramicos densos, con una geometria compleja, conservando la forma

establecida desde el disefio CAD. Las fotografias digitales muestran las contracciones
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volumétricas que se presentaron entre los scaffolds antes y después de la sinterizacion.
Estas fueron tipicas del proceso, no afectaron las geometrias y, como era de esperarse,
mientras menor porcentaje de carga ceramica tenian las muestras, mayores fueron las
contracciones volumétricas. En las imadgenes FESEM que se presentaron se logro
evidenciar que se obtuvieron scaffolds de material compuesto con excelentes acabados y
alta precision. El proceso de desaglomerado y sinterizado generé algunas grietas en los
scaffolds. Sin embargo, fue un sinterizado exitoso y los cuellos generados entre particulas
son evidentes. Los scaffolds fabricados con la combinacién de polimero-ceramico antes
del sinterizado presentaron mayor resistencia mecanica a la compresion y mayores
moédulos de Young, resultados que también pueden ser tenidos en cuenta para
aplicaciones en reparaciones 6seas. Después del proceso de sinterizado, los scaffolds
totalmente ceramicos presentaron menores resistencia a la compresion debido a las fisuras
formadas en el proceso de contraccion que se presenta por la eliminacién de la resina, al
poco volumen de material que se tiene en el caso de este tipo de geometria TPMS y a la
fragilidad caracteristica del material ceramico. Los scaffolds de 50CaP se sometieron a
una prueba de degradacion durante 23 dias, en donde se pudo evidenciar que a los 8 dias
de prueba se da la disolucién de sales que se adhirieron a la superficie en los dias iniciales
debido a las interacciones del material con el medio, y a partir del dia 12 se observé una
ganancia de masa debido a que se depositaron fases apatitica sobre la superficie de los
scaffolds por la alta bioactividad de los fosfatos de calcio. Las scaffolds de 50CaP También
fueron impregnados exitosamente con extracto de propdleos proveniente de Tame,
Arauca, Colombia sin mostrar cambios evidentes en su geometria e integridad. Dichos
scaffolds se sometieron a evaluacion de la citotoxicidad y proliferacion celular,
demostrando que el material con y sin prop6leo no presenta efectos téxicos sobre las
células y que existe una mejor respuesta de crecimiento celular en aquellos que estan

impregnados.

Este trabajo abre la posibilidad de obtener cuerpos ceramicos a partir de la técnica de
estereolitografia ceramica, con geometrias complejas, utilizando particulas ceramicas de
orden nanométrico, lo que es imposible por métodos de procesamiento tradicional.
Ademas, se confirma la posibilidad de utilizar los fosfatos de calcio como material para
aplicaciones biomédicas en donde se pueda modificar la matriz cerdmica con elementos

naturales como los propéleos, que beneficien la regeneracion de tejidos.






4.Comparaciones generales

En el presente capitulo se plantean algunas comparaciones generales entre el trabajo
realizado con aliminay con fosfatos de calcio. Se analizan los comportamientos reol6gicos
de las tres suspensiones con los dos tipos de particulas, asi como las contracciones
volumétricas y el comportamiento mecanico de los scaffolds hibridos y totalmente
ceramicos de ambos casos. Es de resaltar, que el trabajo de alimina comprendia dos tipos
de geometrias tipo TPMS (giroide y Schwartz P.) y en el de fosfatos de calcio solamente
se trabaj6é con la geometria giroide, por lo que las comparaciones en funcién del tipo de
particula seran con dicha geometria. Las comparaciones en funcién de la geometria se

presentaron en el capitulo 2 de forma detallada.

Las viscosidades de las suspensiones realizadas con fosfatos de calcio (capitulo 3, seccion
3.3.2) presentan valores que no superan los 1.2 Pa-s después de velocidades de cizalla
superiores a los 400 s, siendo la de mayor viscosidad la mezcla de 50CaP. Para el caso
de las suspensiones realizadas con alimina (capitulo 2, seccién 2.3.2) se obtuvieron
viscosidades promedio de 0.48 Pa-s, 0.64 Pa-s y de 0.78 Pa-s, para 35Al, 40Al y 50Al
respectivamente. Como se puede observar en la figura 4-1(b), la viscosidad de 35CaP se
encuentra alrededor de 0.8 Pa:s, valor que es superior a la viscosidad de la suspension de
almina con mayor carga ceramica (figura 4-1(a)). Como se mencion6 en ambos capitulos,
estos valores de viscosidades son adecuados para la impresion 3D por el método de
estereolitografia ceramica ya que estan por debajo de los valores reportados para
suspensiones resina-ceramica para esta técnica (26,31). Para el caso de las suspensiones
con alumina, se utilizaron particulas de tamafio micrométrico, mientras que las particulas
de fosfatos de calcio eran nanométricas, por lo que se hacia necesario el uso de un
dispersante para evitar agregados y disminuir la viscosidad de las mezclas. Al ser
particulas del orden de los nanémetros el area superficial que esta en contacto con la

resina es mayor, haciendo que la suspension con menor carga ceramica de fosfatos de
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calcio (35CaP) tenga una viscosidad superior a la de mayor carga ceramica de aliumina
(50CaP). Sin embargo, para ambos tipos de particulas se conservan las proporciones de
viscosidades entre los tres tipos de concentraciones, haciendo que sean las de mayor

viscosidad aquellas que tienen porcentajes de particulas del 50 vol%.

Figura 4-1: Comparaciones comportamiento reolégico entre las suspensiones de (a)
Alumina y (b) Fosfatos de calcio.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe

Para el caso de las contracciones volumétricas que sufren los scaffolds (Tabla 4-1), como
se comento en los capitulos 2 y 3, las mayores contracciones las sufren aquellos que tienen

menor carga ceramica (35Al y 35CaP), lo cual era esperado pues presentan menores
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cantidades de particulas ceramicas y mayor porcentaje de resina. En los scaffolds hibridos,
cuando se someten al tratamiento térmico, la resina desaparece y las particulas tienden a

juntarse propiciando la formacion de cuellos del sinterizado.

En las muestras con particulas de alimina, se evidencié que los scaffolds con mayores
contracciones eran los de geometria Giroide, ya que involucran un volumen menor de
material (o una porosidad mayor de 80.5%) comparado con la geometria Schwartz P (con
porosidad de 25%). Sin embargo, eran los que menor cantidad de grietas presentaban
después del tratamiento térmico ya que al no tener tanto volumen de material, como se
menciond, en la extraccién de la resina no se generan tantos puntos de tension. Por dicho
motivo, se selecciond la geometria Giroide para el trabajo con particulas de fosfatos de
calcio y lograr asi los objetivos general y especificos planteados en esta tesis.

Entre los scaffolds Giroide con particulas de alimina y los de fosfatos de calcio, las
contracciones volumétricas son mayores en los segundos, debido al tamafio de particula
utilizado, pues los fosfatos de calcio eran de tamafio nanométrico lo que hacia que la
contraccién para la formacion de cuellos en el sinterizado fuera mayor. Dicho fenémeno
también se ve en los grosores de paredes de los scaffolds, en donde los de fosfatos de
calcio son menores después del proceso del sinterizado. Ademas, debe considerarse el
hecho de que el sinterizado en los fosfatos de calcio se dio mejor que en la alimina, ya
gue se evidencian mas cuellos, propios del proceso térmico, en las imagenes SEM (Figuras
2.9y 3.10).

En los ensayos mecénicos (Tabla 4-1) se observan dos comportamientos. Inicialmente
para scaffolds giroide hibridos, es decir, aquellos que no han sufrido ningun tratamiento
térmico para la eliminacion de la resina y sinterizado del cuerpo verde, en el caso de la
alimina se presentan mejores resistencias mecdanicas a la compresion comparado con los
de fosfatos de calcio. Dicho comportamiento se debe a la naturaleza de la alimina, pues
al ser un material mucho més resistente y con mayor dureza (61), le confiri6 estas
propiedades al scaffold del material compuesto. En el caso del modulo de Young vemos
gue los valores para el caso de los scaffolds hibridos de alimina también son mas altos ya

gue la almina les confiere mayor rigidez a las muestras.

Por otro lado, para los scaffolds completamente cerdmicos, es decir, después del

tratamiento térmico, se observa que la resistencia mecanica a la compresion y el modulo
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de Young es mejor para aquellos de particulas de fosfatos de calcio. Esto se atribuye al
tratamiento térmico y al tamafio de particula del material. Hay mejores resultados en el
sinterizado para las muestras de fosfatos de calcio comparados con los de alimina y éstos
ultimos presentan mayor cantidad de grietas generadas en el proceso de desaglomerado
del polimero. Las particulas de fosfatos de calcio son de tamafio nanométrico, lo cual
propicia mayor cantidad de puntos de unién entre las particulas, obteniendo un mejor

sinterizado y por ende menos cantidad de poros y mejor comportamiento mecanico.

Si se comparan las curvas de los tratamientos térmicos de las muestras de alimina (Figura
4-2(a)) y de fosfatos de calcio (figura 4-2(b)), se puede observar que para el caso de la
alimina, entre los 300 °C y 650 °C, temperaturas donde la resina se elimina
completamente, no hay pausas y la rampa de calentamiento es continua, a diferencia de
la curva de los fosfatos de calcio donde, entre dichas temperaturas, se observan pausas
de 1 hora cada 100 °C. Dichas pausas, facilitan la salida lenta y controlada de la resina,
sin generar tensiones abruptas en el cuerpo verde. Ademas, la temperatura de sinterizado
de los fosfatos de calcio se logra alcanzar facilmente en el horno utilizado (SA-1700X,
Sentro tech corp, USA) y sin poner en riesgo el equipo, a diferencia de la alimina en donde
la temperaturas Optimas de sinterizado pueden llegar a ser de hasta 1700 °C la cual es la
temperatura limite del horno utilizado, lo cual genera riesgos para el equipo. Después de
los resultados obtenidos con la alimina fue que se decidié mejorar la curva de tratamiento

térmico para tener mejores resultados con los scaffolds de fosfatos de calcio.

Tabla 4-1: Valores de contraccion volumétrica, resistencia méaxima a la compresion y
modulo de Young para los scaffolds con geometria giroide antes y después del sinterizado

en las diferentes concentraciones de carga ceramica de Aliumina y Fosfatos de calcio.

Resistencia mecanica Médulo de Young
Material Tipo Contraccion Antes Después Antes Después
volumétrica | sinterizado | sinterizado | sinterizado | sinterizado

35Al 58,4% 13,8+0,9 04+0,2 248 + 28 1.2+05
Alimina 40Al 51,4% 15+1 0,26 £ 0,05 213 +17 20+14

50Al 43,5% 17+£2 0,46 + 0,06 223+ 28 57+£29
Fosfatos 35CaP 79,40% 4+1 0,83 + 0,06 75+21 34 +£17
de calcio 40CaP 72,10% 3,2+0,5 0,9+0,2 50+12 32+16

50CaP 68,80% 34+0,6 09+1 57+6 40 +13




107

Figura 4-2: Comparaciones en las curvas de tratamiento térmico para los scaffolds de (a)
Alimina y (b) Fosfatos de calcio.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe.

Finalmente, al ser la alimina un ceramico inerte y no tener propiedades de bioactividad,
con el fin de potenciar los scaffolds de dicho material, se les hizo impregnaciéon con
extractos etandlico de propoleo de la regiébn de Arauca, Colombia, para conferirle
propriedades antibacterianas a los scaffolds haciendo que sean potencialmente Utiles para
aplicaciones biomédicas en la regeneracion de tejido 0seo, teniendo geometrias que
favorecen la proliferaciéon como lo son las TPMS. En el caso de los fosfatos de calcio, se
conocen sus grandes propiedades de biocompatibilidad y bioactividad, haciéndolo un

material adecuado y muy prometedor para la regeneracion ésea. La impregnacion con los
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mismos extractos de propdleo potencia el material no solo por la actividad bactericida que
genera sino también por la mejora en la proliferacion celular, como se pudo observar en
los resultados presentados en el capitulo 3. Se destaca el hecho de que el extracto de
propéleo utilizado tuvo efectos sobre la cepa S. Aureus, la cual es una cepa multirresistente
y es una de las que causa mayores cantidades de infecciones en pacientes y tratamientos
asociados a las reparaciones o injertos 6seos debido a su facilidad de mutar y su alta
resistencia a los tratamientos. Po lo anterior, el uso del propdleo en conjunto con los
scaffolds de materiales aptos para aplicaciones biomédicas como la alimina o los fosfatos
de calcio es bastante prometedor para proporcionar efectos antimicrobianos y a su vez
generar efectos antiinflamatorios y antioxidantes, los cuales son necesarios para los

procesos de sanacion disminuyendo los tiempos de recuperacion.

Los scaffolds ceramicos con geometrias tipo TPMS giroide, impresos por estereolitografia
ceramica, de ambos tipos de cerdmicos son potenciales para aplicaciones en la

regeneracion 6sea por sus propiedades mecanicas y hioldgicas.
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5.Conclusiones generales y
recomendaciones

5.1 Conclusiones

En el desarrollo de esta tesis fue posible la implementacién y profundizacion del
conocimiento en la técnica de estereolitografia, DLP y estereolitografia cerdmica
incrementando asi las fortalezas del Grupo de Investigacién en Materiales Ceramicos y
Vitreos en el area de procesamiento de materiales. Asi mismo, se afianzaron las
colaboraciones con personal de las empresas New Stetic y Sumicol (Corona) y el grupo
GIOM de la Universidad Cooperativa de Colombia.

Se emplearon particulas de Alimina de caracter comercial y tamafio micrométrico para
desarrollar scaffolds con geometrias complejas tipos TPMS giroide y Schwartz P a través
de la técnica de estereolitografia ceramica, utilizando una resina comercial de naturaleza
acrilica con altas cargas ceramicas de 35, 40 y 50 vol%. Las mayores resistencias
mecanicas las presentaron los scaffolds hibridos (resina/alimina) con geometria giroide,
lo cual potencia la técnica para aplicaciones que requieran piezas con resistencias
mecanicas significativas. Los scaffolds sinterizados con 50Al presentaron resistencias a la
compresion de 0.46 + 0.06 MPa, cuyos valores son comparables con los reportados para
el hueso trabecular. Estos scaffolds fueron impregnados con extractos de propéleo de
Arauca, Colombia que les confirieron propiedades antibacterianas. De esta forma los
scaffolds de alimina obtenidos se potencian para la creacion de piezas para aplicaciones

biolégicas enfocadas a la regeneracion de tejido 6seo.

Se desarrollaron andamios ceramicos, utilizando particulas de fosfatos de -calcio,
sintetizadas por el método de autocombustién, con una geometria tipo TPMS giroide a
través de la técnica de DLP utilizando una suspension de resina comercial de naturaleza
acrilica con altas cargas ceramicas de 35, 40 y 50 vol%. Se produjeron cuerpos hibridos y
ceramicos con geometrias complejas tipo TPMS giroide las cuales garantizan la
interconectividad, el control del porcentaje y tamafio de poros para ser implementados en
aplicaciones biologicas de regeneracion 0sea. Los scaffolds presentaron porosidades del

80.5%, después del proceso de sinterizado.
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Los scaffolds hibridos presentaron mayores valores de resistencia mecanica a la
compresion y modulos de Young. Los valores reportados son comparables con los del
hueso esponjoso, por lo que estos scaffolds hibridos son prometedores para aplicaciones
de reparaciones 6seas en donde se requiera soportar cargas similares con un material que
no sufre degradacion en el medio fisioldgico en el tiempo. Los scaffolds totalmente
ceramicos presentaron valores menores de resistencia a la compresion debido a las fisuras
formadas en el proceso de contraccion que se presenta por la eliminacién de la resina. Sin
embargo, estos valores, pese a ser mas bajos, coinciden con los reportados para el hueso
esponjoso y cortical, por lo que también son altamente prometedores para aplicaciones en
reparaciones del tejido 6seo donde se requiera un material bioactivo.

Los scaffolds completamente ceramicos de 50CaP fueron impregnados exitosamente con
extractos etandlicos de propoleo provenientes de Arauca, Colombia, demostrando que el
material con y sin prop6leo no presenta efectos toxicos sobre las células L929 y que existe

una mejor respuesta de crecimiento celular en aquellos que estan impregnados.

Este trabajo viabiliza la posibilidad de utilizar la técnica de estereolitografia cerdmica para
obtener cuerpos completamente ceramicos, con geometrias complejas que son imposibles

de obtener por métodos de procesamiento tradicional.

1.1 Recomendaciones

Los resultados encontrados en este trabajo representan un punto de partida para seguir
ampliando el conocimiento en el campo de la regeneracién Gsea y la impresion por
estereolitografia. Sin embargo, existen algunas recomendaciones que requieren ser

abordadas en el futuro:

Se recomienda realizar estudios que aborden otras metodologias de impresion 3D para
lograr una estandarizacion frente al proceso de fabricacibn de andamios cerdmicos e
hibridos, ya que, aunque la técnica de estereolitografia mostré un rendimiento bastante
satisfactorio, resulta ser un proceso en ocasiones problematico y complejo para obtener

las muestras.
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Se recomienda mejorar la curva del tratamiento térmico para la produccién de los scaffolds
de alimina, ya sea incluyendo mas pausas durante las temperaturas de desaglomerado
del polimero, aumentando la temperatura final para el sinterizado del cuerpo ceramico o
abordando otra metodologia para evitar la presencia de tantas grietas y fisuras en los

cuerpos ceramicos completamente.

Es importante evaluar diferentes pardmetros en la creacion de los modelos CAD de las
geometrias tipo TPMS como el tamafio de poros o el porcentaje de porosidad, estudiar los
efectos de otros modelos interconectados, asi como diferentes parametros de impresion.
Esto puede traer efectos positivos para los acabados superficiales de las muestras y las

respuestas mecanicas y biolégicas de los andamios.

Se recomienda realizar mas estudios en los cuales se evalle la accion antibacteriana de
los extractos etanodlico de los propdleos en los scaffolds cerdmicos frente a cultivos
multiespecie mas elaborados, pues el control de esto presenta retos sanitarios grandes en
la actualidad. Aunque a la fecha existen algunos estudios que han mostrado cierto efecto
de los extractos etandlicos de propdleos frente a cepas multirresistentes de S. aureus, es
importante corroborar que este efecto se mantiene al modificar andamios para insercion

Osea con estos agentes.

Adicionalmente, es importante evaluar el efecto de los andamios con y sin los extractos de
propéleos en cultivos celulares expuestos durante mas tiempo para comprender
completamente la interaccion del material y de la estructura del scaffold en el tiempo, en
donde se garantice las caracteristicas de resistencia mecdanica y que estas sigan siendo
adecuadas mientras el hueso se regenera. Posteriormente, es necesario realizar estudios
in vivo que permitan evaluar el comportamiento de los andamios en un organismo vivo y

demostrar su potencial aplicacion.

Se recomienda también explorar la técnica de estereolitografia ceramica como una
alternativa viable para para obtener piezas de geometrias complejas en aplicaciones

diferentes a las bioldgicas.






A. Anexo: Caracterizacion de la
resina

En este anexo se presenta la metodologia detallada y los resultados obtenidos de la
caracterizacion que se le realiz6 a la resina proporcionada por la empresa New Stetic la
cual se usé para las suspensiones tanto con alimina como con fosfatos de calcio para el
proceso de impresién por estereolitografia cerdmica. En el capitulo 2 y el capitulo 3 se
mencionan los resultados de dicha caracterizacién, la cual fue crucial como paso previo
para el desarrollo de esta tesis, pues era necesario conocer la naturaleza de la resina sin

ninguna carga ceramica.

Adicional, en este anexo se presenta un articulo de investigacion publicado en el afio 2023
(67) llamado “Obtaining biocompatible polymeric scaffolds loaded with calcium phosphates
through the digital light processing technique”, el cual también fue producto de esta tesis.
Dicha investigacion se desarroll6 con el fin de adquirir habilidades con la técnica de
impresion 3D por estereolitografia y adiciones de cantidades bajas (0.5 y 1 vol%) de
particulas ceramica, especificamente fosfatos de calcio. Es en este trabajo donde se
publicaron los resultados de la caracterizaciébn de la resina que se enunciardn a

continuacion.
Metodologia para la caracterizacion de laresina

Para la realizacion de las suspensiones de alimina (Capitulo 2) y de fosfatos de calcio
(Capitulo 3) se utilizd una resina comercial Portux Print 3D Model sin pigmentar
proporcionada por la empresa New Stetic (Guarne, Antioquia, Colombia), la cual se
sometio a diferentes caracterizaciones: se realizé termogravimetria (TGA) a una probeta
de resina curada en un equipo TA Instruments Discovery 550 con atmosfera de aire y una

rampa de calentamiento de 10 °C/ min hasta 1000 °C. Se realiz6 espectroscopia infrarroja
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por transformada de Fourier (FTIR), en un equipo Shimadzu IRTracer-100 con un
accesorio para medir la transmitancia, antes y después de curar. Los espectros se
adquirieron en un rango espectral de 500-4000 cm™. Se midi6 la viscosidad de la resina
liguida, con un viscosimetro de rotaciéon (LCD digital NDJ-8S) con una velocidad de 60 rpm

con un rotor #3.

En el trabajo, aparte de la caracterizacion de la resina sin carga cerdmica, se le hicieron
pruebas a scaffolds de sélo resina. Se les realiz6 un ensayo de bioactividad in vitro,
pruebas de citotoxicidad y adhesion celular.

Para probar la bioactividad in vitro se utilizo fluido fisiologico simulado (SBF). Las pastillas
del material se suspendieron independientemente en recipientes de polietileno sellados
conteniendo 20 mL de SBF a pH entre 7.25y 7.35 y se almacenaron a 37 °C. las muestras
estuvieron sumergias en un periodo de hasta 18 dias. Después de los distintos tiempos de
inmersion, las muestras se retiraron del recipiente, se lavaron con agua destilada y se
secaron a temperatura ambiente. El analisis de la superficie y la presencia de la fase
apatitica se evalué por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM) en el

microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM 6490 LV, JEOL, Alemania) en alto vacio.

La prueba de citotoxicidad se hizo con MTT siguiendo la norma ISO 10993-5-2009, con la
linea celular L929 (NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L]) ATCC Nr. CCL-
1. En pozos de un plato de 96 pozos se sembraron 10.000 células utilizando como medio
DMEM: F12 (Lonza, suiza) al 10% v/v de suero bovino fetal (Gibco, USA). Se hicieron
extractos de las muestras previamente esterilizados siguiendo la relacién de 1 mL de medio
por cada mg de peso. El segundo dia se elimin6 el medio de cada pozo con cultivo y se
depositaron los extractos en concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25% v/v. Cada uno
de éstos al igual que los controles y blanco se hicieron por triplicado. En el tercer y dltimo
dia se eliminaron los extractos, se agrego el MTT (Alfa Aesar, USA) y pasado un tiempo
se midio la absorbancia de cada pozo comparando con respecto a los blancos. Adicional
a las mediciones de absorbancia con el MTT, se hizo una prueba de contacto para
corroborar la citotoxicidad, basada en la misma norma, verificando la aparicion de halos

alrededor de las muestras.
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Para comprobar la adhesién de la linea celular L929 en los scaffolds se depositaron
1.000.000 de células y se dejaron incubando. El experimento estuvo bajo observacion
durante 8 dias y se observaron los cultivos tanto al tercer dia a través de fluorescencia con
tincién con solucién de calceina como al octavo dia fijando las células y observandolas con
un microscopio electronico de barrido (SEM) (JEOL JSM 6490 LV, JEOL, Alemania) en

alto vacio.

Resultados de la caracterizacion

En la figura 4-1 se presentan los resultados del FTIR que se le realizé a la resina antes y
después de ser curadas por la luz UV de la maquina de estereolitografia, con un rango
entre 500 y 4000 cm™. Se observé que entre ambos espectros hay bastantes similitudes,
y no permite evidenciar formaciones de grupos funcionales durante el proceso de curado.
En los espectros se evidencian bandas a 1717 cm-1, a 1638 cm-1y a 832 cm-1, los cuales
se les atribuyen a las vibraciones de los enlaces C=0, C=C y C-H, respectivamente. Estas
bandas son propias de los grupos acrilicos, lo que indicé que la resina es de naturaleza
acrilica pues posee principalmente oligébmeros acrilicos y no hay otros grupos funcionales

gue se destaquen.

En la figura 4-2 se presenta el andlisis termogravimétrico (TGA) de muestras en forma de
pastillas realizadas por la una maquina de estereolitografia que funciona bajo la
metodologia DLP marca WanHao con referencia WanHao Duplicator 7. La descomposicién
térmica del polimero se dio entre los 260 °C y los 470 °C. Las pérdidas de masa son mas
significativas entre los 300 °C y los 470 °C. Como se mencioné en el capitulo 2 para el
caso de la suspension 50Al y en el capitulo 3 para la suspension de 50CaP, el
comportamiento térmico de las suspensiones es igual, no presenta variaciones en la
descomposicion de la resina, indicando que la carga ceramica, independiente del tipo que

sea, no afecta el desaglomerado del polimero.
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Figura 5-1: FTIR resina comercial. (a) Resina sin curar (b) Resina curada.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe. Resultado presentado en (67).

Figura 5-2: Analisis termogravimétrico de resina comercial.
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Nombre de la fuente: Carolina Duque Uribe. Resultado presentado en (67).

En la prueba de bioactividad in vitro, la muestra que no tenia carga ceramica (sélo resina)
no formd ninguna capa de apatita en la superficie indicando que la resina no tiene
propiedades bioactivas. Sin embargo, en los experimentos de citotoxicidad realizados con
la linea celular L929 se observo que la viabilidad celular no se ve afectada, por lo que no
se genera toxicidad para los organismos biolégicos y provee un entorno favorable para el
crecimiento y la proliferacion celular. Asi mismo, en el ensayo de adhesion se comprobé
la biocompatibilidad de la resina, mostrando que la proliferacion celular se da cuando hay

mayor presencia de particulas ceramicas de fosfatos de calcio.
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Para mirar el estudio completo remitirse a (67).
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In the present work, scaffolds with gyroid TPMS geometry were obtained from a commercial resin of
acrylic nature loaded with 0.5% and 1% w/V of calcium phosphate nanoparticles through DLP.The
scaffolds obtained presented Young's Modulus between 300 and 400 MPa, which makes them suitable
for bone applications. The surface treatment by oxygen plasma carried out on the scaffolds resulted in a
notable improvement in the wettability of the surfaces, which favours cell adhesion on the surface of the
materials. The in vitro bioactivity assay conducted on the resin/calcium phosphate particles composite
material showed that an apatitic layer forms on the surface of the samples from the third day of exposure

to simulated body fluid (SBF), indicating that the composite material has in vitro bioactive behaviour.
Biological tests demonstrated that the material is not cytotoxic and favours cell adhesion and that the

gyroid geometry promotes cell proliferation.

Introduction

The incidence of fractures in the population is considered to
present one peak in young people and another in older adults.
In the young population, fractures are generally associated with
significant trauma, which typically occur in long bones and
being more frequently in men than in women. In the case of
older adults, one in two women and one in five men will experi-

ence a fracture that will have a lasting impact on their lives due

risk for bacterial infections, the main cause of bone implant fail-
ure [5, 6]. In response to the need for substitute manufacturing
methods for bone grafts, additive manufacturing technologies
have been used to create structures that can be used as replace-
ments that mimic the characteristics of the extracellular matrix
of the affected organs or tissues [7, 8]. Tissue engineering ena-
bles strategies to be used for the deposition of cells in natural

or artificial structures, known as scaffolds and their subsequent
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B. Anexo: Sintesis de
nanoestructuras de fosfatos de
calcio por autocombustion en
solucidén

En este anexo se presenta informacién y la metodologia detallada del proceso de
autocombustion o combustién en solucion para la formaciéon de las nanoparticulas de
fosfatos de calcio las cuales fueron utilizadas y caracterizadas en el trabajo presentado en
el capitulo 3 de esta tesis. Esta metodologia se ha utilizado continuamente en el laboratorio
y grupo de investigacion de ceramicos y vitreos de la Universidad nacional de Colombia, y
ha sido enunciada en el trabajo “Synthesis of calcium phosphate nanostructures by
combustion in solution as a potential encapsulant system of drugs with photodynamic

properties for treatment of cutaneous leishmaniasis” (138).

Como fue enunciado en el capitulo 3, seccion 2, subseccion 2.1 “Resina y particulas de
fosfatos de calcio”, las nanoestructuras de fosfatos de calcio fueron sintetizadas por la via
de autocombustion. Para eso se utilizdé Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)24H,0
(Merck) e Hidrogeno Fosfato di aménico (NH.).HPO. (Alfa Aesar) como precursores de
calcio y fosforo, respectivamente. Como combustible se utilizé Glicina C2HsNO, (Merck) y
como catalizador se utilizé acido nitrico HNOs. Inicialmente se mezcla el nitrato de calcio
tetrahidratado y el Hidrogeno fosfato di amonico en 20 mL de agua destilada bajo agitacion
constante manteniendo una relacion de Ca/P de 1,5. Para disolver el precipitado que se

formo, se afiade HNO; (alrededor de 10 mL).

En las rutas de combustién, los nitratos son por lo general los principales precursores
escogidos debido a su buena solubilidad. Los grupos NO3 de éstos actian como agentes

oxidantes. En el caso en que se requieran agentes oxidantes extras, se utiliza el nitrato de
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amonio (NH4sNOs3), el cual aumenta el gas en la combustion por lo que se incrementa el
area superficial de los polvos producidos (152). Para el caso del combustible, se debe
cumplir que éste sea soluble en agua, que tenga bajas temperaturas de ignicion, que libere

gran cantidad y gases y no deje compuestos residuales durante la combustion (153).

El combustible que se seleccione para el proceso posee la propiedad de intervenir sobre
los enlaces CH, aceptando electrones mientras gque un oxidante es la sustancia que ayuda
a la combustién proveyendo el oxigeno (como donante de electrones). Cuando la mezcla
de combustible y oxidante es la adecuada, se da lugar a una reaccidén exotérmica a la
temperatura de ignicién. Para adicionar la cantidad adecuada de combustible (En este caso
Glicina) y obtener la temperatura maxima de combustion, se utilizé el parametro ¢ definido
en la ecuacién B-1, y ajustado a la relacién de coeficientes estequiométricos (Ecuacion B-
2) oxido-combustible siendo ¢=1, lo que corresponde a una relacion estequiométrica con
especies reductoras y oxidantes equilibradas.

oxidante L
= Ecuacion 5-1
combustible

Y coeficiente elementos reductores x valencia

¢ = (=1)= Y coeficiente elementos oxidantes x valencia Ecuacion 5-2
Cuando la glicina fue afiadida, la solucién se agité a una temperatura de 60 °C hasta la
evaporacion casi total del solvente para que se diera la formacion del gel. Posteriormente
se aumento la temperatura a 140 °C hasta la combustion. A diferencia del procedimiento
presentado en (138), en esta tesis las cenizas no fueron tratadas térmicamente, sino que
fueron utilizadas directamente para las mezclas e impresion. A éstas se les hizo un
macerado manual durante 5 minutos y un proceso de desaglomerado en un molino de
bolas (Retsch PM 100) tratdndolas durante 15 minutos a 250 rpm con intervalos de 5

minutos e inversion de giro.
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C. Anexo: Articulo 1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Scaffolds are devices that mimic the characteristics of the extracellular matrix; they are highly porous, with well-
Alumina distributed and interconnected pores. Tissue engineering proposes scaffolds as an alternative treatment for
Scaffolds

different diseases and injuries affecting bone tissue. Triply periodic minimal surfaces (TPMS) are geometric
structures whose characteristics fit well with the scaffold’s requirements. Ceramic stereolithography enables the
production of these complex geometries with high precision using ceramic materials. Alumina (Al,05) is a well-
known ceramic material appreciated for its chemical and mechanical stability properties. The biomedical use of
alumina as an alternative to replace metallic parts in bone components has been increasing. In this work, a
suspension of alumina particles in a photopolymerizable resin is developed in order to be implemented in the
printing of ceramic scaffolds with TPMS-type geometries by ceramic stereolithography for potential biomedical
applications. The resin used was characterized in a different work by TGA and FTIR (Duque et al., 2023) and is
acrylic in nature, also the alumina particles were characterized by DTP and XRD, these are micrometer sized and
a showed an o-alumina phase with a high degree of crystallinity. The rheological behavior of the suspension was
studied with ceramic load percentages of 35, 40, and 50 vol% in order to choose the most favorable conditions
for piece printing. The three suspensions presented low viscosities, being the 50 vol% sample the one that pre-
sented the highest viscosity, with an average value of 0.77 Pas. These viscosities were suitable for the ceramic
stereolithography printing process. The 50 vol% suspension was characterized by TGA and DSC and did not show
any difference compared to the resin without particles. Scaffolds with TPMS Gyroid and Schwartz P geometry
were obtained by ceramic stereolithography and characterized morphologically and mechanically before and
after sintering. The thermal treatment was successful. The polymer-ceramic scaffolds before sintering exhibited
better compression resistance than the sintered ones. Fully ceramic scaffolds with gyroid geometry showed
compressive strength values of 0.4 MPa, which is comparable to human trabecular bone. The best compression
resistance was for the samples with the gyroid geometry. Since the 50 vol% sintered scaffolds with gyroid ge-
ometry showed better mechanical results, they were impregnated with propolis extracts from the Arauca region
of Colombia in order to evaluate their antimicrobial activity against the standard strains Staphylococcus aureus
(ATCC 29212) and Escherichia coli (ATCC 25922). The evaluated scaffolds exhibited better antibacterial activity
against the S. aureus strain. After sintering, the 50Al scaffolds were submitted to a degradation test in phosphate-
buffered saline (PBS) to assess the chemical stability of the alumina. The results indicated that the samples
maintained their initial weight throughout the testing period, with measurements taken on days 1, 5, 8, and 12
showing no significant changes in weight loss percentage. This stability suggests that the alumina scaffolds
possess robust chemical resistance under the tested conditions.

Ceramic stereolithography
TPMS
Gyroid geometry
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