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Resumen

Las fracturas y enfermedades del tejido éseo son un problema comun y que pueden afectar a
cualquier persona. Dada su naturaleza, este tipo de tejido es capaz de regenerarse parcial o
totalmente. Se han empleado diversos materiales y técnicas para asistir dicha regeneracion.
Muchas de las alternativas empleadas pueden generar respuestas inmunoldgicas, causando
inflamacién y generando mayores inconvenientes que la solucidon propuesta. En los ultimos
afos, se han realizado numerosas investigaciones basadas en el desarrollo de andamios
reabsorbibles, que pretenden evitar los problemas de incompatibilidad entre el producto

aplicado y el organismo, y participando activamente en el proceso de regeneracion.

Los andamios reabsorbibles son productos médicos compuestos por biomateriales. Son
estructuras tridimensionales que cumplen la funcién de reemplazar temporalmente y/o ayudar
en el proceso de restauracion de tejidos u drganos vivos y luego son biodegradados. Los mismos
pueden obtenerse a través de la técnica de fabricacién aditiva, la cual les permite emular la
estructura macro y microscoépica del tejido a regenerar. La fabricacién aditiva es un proceso con
el que se construye un objeto tridimensional, aplicando capas bidimensionales de manera
secuencial, de modo que cada capa se adhiere a la anterior. Sus aplicaciones en el dmbito médico

pasaron de ser una promesa a ser el eje central de numerosas investigaciones y desarrollos.

En este informe, se presenta el estudio y caracterizacién de la técnica de impresion
tridimensional por deposicidn de filamento fundido, cominmente conocida como “impresidn
3D”, para fabricar andamios orientados a mimetizar caracteristicas mecanicas y morfoldgicas
del tejido dseo. Estos estdn compuestos por un polimero biocompatible, biodegradable y
termoprocesable, y el agregado de un vidrio bioactivo osteoconductor y osteoinductor. El
estudio realizado demuestra el potencial que tienen dichos andamios para formar una
estructura estable, adaptable a la anatomia del paciente y que permita el anclaje en el tejido
circundante, lo cual facilitaria la adhesion y proliferacion celular, actuando como agente

conductor en la regeneracion del hueso.

Entre los resultados mas relevantes, se demuestra la capacidad de fabricar piezas que respetan
fielmente a los disefios computarizados y la capacidad de formar estructuras con poros
interconectados y de dimensidn manipulable, caracteristica esencial buscada en el producto
final. Ademas, se observa la posibilidad modificar pardmetros de impresidon para que el
comportamiento mecdnico de los constructos se asemeje al del tejido 6seo esponjoso. Por otra
parte, se ha visto la formacién de hidroxiapatita en la superficie de los andamios, lo cual

confirmaria su rol como agentes osteoconductores.



Finalmente, se presenta una extensa caracterizacién de los procesos productivos, del producto
final y de los materiales en las distintas etapas de produccidn, junto con una evaluacién del grado
de cumplimiento normativo segun leyes y recomendaciones emitidas por organismos nacionales

e internacionales.



1 Introduccidn

En esta seccidn se indica el contexto en el cual se desarrollé el proyecto. Ademas, se mencionan

los antecedentes, la hipdtesis y los objetivos.

1.1 Contexto

El presente proyecto se ubica dentro de una de las lineas de investigacion del Laboratorio de
Biomecdnica, Biomateriales y Bioinstrumentacién, Lab3Bio: “Desarrollo de andamios
reabsorbibles para regeneracion dsea”. En dicha linea se evallan, desarrollan y caracterizan
diferentes técnicas para la fabricacion de estructuras tridimensionales con propiedades
especificas que los hagan biocompatibles, reabsorbibles y osteoinductores. Ademds de la
realizacion del presente Proyecto Final, se han presentado trabajos relacionados en los

siguientes eventos: Simposio Argentino de Polimeros 2019, CaracterizAR 2020, CellMat 2020.

El Lab3Bio, ubicado en el campus Miguelete de la Universidad Nacional de Gral. San Martin,
UNSAM, tiene un doble propdsito: incorporar tecnologia biomédica a la plataforma de
investigacion, desarrollo e innovacion (I+D+i) y brindar equipamiento y conocimiento de
profesionales altamente especializados para interactuar con estudiantes, docentes e

investigadores de la Universidad y con quienes requieran asistencia tecnoldgica.

Ademas, para la realizacién de algunos procesos y caracterizaciones, el Laboratorio cuenta con
la colaboracion de profesionales y organizaciones que se irdn mencionando a lo largo del

presente escrito.

1.2 Antecedentes

El hueso es un material poroso, compuesto principalmente por una proteina (coldgeno) y un
mineral inorganico (hidroxiapatita, Cas (PO4)s (OH), HA). Este se halla involucrado en un proceso

de remodelacién constante, que incluye una etapa de formacidn y otra de resorcién.
Ballester Alfaro explica en su libro [1]:

“Cuando el tejido dseo se lesiona, se pone en marcha un proceso donde intervienen factores
moleculares, fisioldgicos y biomecdnicos, cuyo fin es la formacion de un nuevo tejido que posee
la mayoria de las caracteristicas previas a la fractura. (..) Sin embargo, existen situaciones

clinicas complejas que pueden superar la capacidad de regeneracion del hueso. Nos referimos a



los grandes defectos Oseos provocados por fracturas complejas, infecciones, tumores o
deformidades esqueléticas. Otras enfermedades que comprometen el proceso regenerativo éseo

pueden ser las necrosis avasculares, la pseudoartrosis atrdficas, o las osteoporosis graves”.

Con el objetivo de facilitar la recuperacién el tejido dseo dafiado, historicamente se han utilizado
prétesis metalicas o injertos éseos tanto del propio paciente, como de terceros, que tienden a
generar rechazos o reacciones adversas, en algunos casos, causando mayores inconvenientes
que el problema original. En los ultimos afos, las investigaciones en ingenieria de tejidos y
biomateriales se han orientado a la fabricacion de soluciones que estimulen mecanismos
naturales del cuerpo humano para la regeneracion de los diferentes tejidos. Este paradigma
propone asistir al propio cuerpo en el proceso de reconstruccion del tejido dafiado, evitando la

exposicién a componentes extranos.

Las estructuras tridimensionales estan compuestas por biomateriales, y disefiadas con la funcion
de ser sostén de las células, buscando promover su adhesién, proliferacion, diferenciacion y
organizacién; por lo que reciben el nombre de andamios. Estas estructuras pueden estar
compuestas por materiales inorganicos, por materiales poliméricos o por la combinacion de
ambos. Se implantan en el organismo vivo y permanecen expuestos a la accién de fluidos

biolégicos hasta su reabsorcién y reemplazo por tejido natural.

Los vidrios de silicato bioactivos, cominmente denominados biovidrios (BG), constituyen un
grupo de biomateriales inorganicos con actividad bioldgica con perspectivas para su aplicacion
en ingenieria de tejido 6seo. Su éxito se basa en la liberacidn controlada de iones especificos en
el ambiente de accidn, los cuales inducen el proceso de formacién de tejido y la adhesion al
tejido existente. Las primeras aplicaciones fueron como implantes en la cclea y como sustitutos
dentales. El polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHBV) es un polimero que deriva de la
familia de los polihidroxialcanoatos. El mismo se obtiene por fermentacién bacteriana en un
proceso amigable con el ambiente. Al ser biocompatible y biodegradable, resulta atractivo para
aplicaciones biomédicas. Sumado a esto, sus propiedades mecanicas y la posibilidad de
manipularlo térmicamente lo convierten en material potencial para la fabricacién de matrices
que sirven como base para el crecimiento de tejido éseo. Actualmente se lo esta produciendo

por fermentacién bacteriana en el Lab3Bio.

Diferentes técnicas de fabricacién han permitido obtener estructuras simples y con porosidades
variables. Entre ellas, se pueden mencionar el uso de cementos bioactivos a base de polvos, el
electrohilado (en inglés, electrospinning), el proceso sol-gel, el uso de moldes con agentes

porogenos, y las novedosas técnicas de manufactura aditiva, como laimpresion 3D. La impresion



3D por deposicion de filamento fundido (por sus siglas en inglés, FDM) es una técnica versatil
gue permite replicar estructuras dseas a partir de imagenes 3D de tomografias computarizadas

del paciente a tratar, a la vez que permite la produccidn a pequefia escala con bajo costo.

Si bien las caracteristicas de los materiales resultan prometedoras y se han realizado numerosas
investigaciones con ambos materiales combinados y/o con otros materiales similares, no se han
encontrado aun investigaciones o desarrollos que combinen al PHBV con particulas de Biovidrio
como materiales de base para fabricacién de matrices tridimensionales con el uso de impresoras
3D por deposicién de filamento fundido. El uso de esta técnica de fabricaciéon en conjunto con
los materiales previamente mencionados, podrian diferenciarse de otros productos similares en
su capacidad de ser manipulados en distintas escalas (macro y microscépicas) logrando

propiedades mecdnicas y morfoldgicas acordes a su intencién de uso.

En este proyecto, se utiliza FDM como técnica de impresion 3D para fabricar andamios
compuestos por PHBV y PHBV+BG, que mimetizarian temporalmente el comportamiento

mecanico del tejido a la vez que catalizarian la regeneracién ésea.

1.3 Hipdtesis

Dadas sus caracteristicas térmicas y mecanicas, se pueden fabricar filamentos flexibles de PHBV
por extrusién para ser utilizados como insumo en impresoras 3D de deposicion filamento
fundido. Del mismo modo, si se combinan los materiales PHBV y BG en el proceso de extrusion,
es factible la fabricacion de filamento de PHBV con las particulas de BG homogéneamente

distribuidas en su interior.

Ademas, gracias al uso de la técnica de impresidn 3D, se pueden fabricar piezas orientadas a
cada paciente a partir de imagenes tomograficas. Luego, con los filamentos de PHBV pueden
imprimirse piezas biocompatibles, con porosidades regulables y propiedades mecanicas

prometedoras para su utilizacion como andamios para regeneracidn de tejido éseo.

Es conocida la capacidad de adhesidn celular del BG, permitiendo crear lazos fuertes con el
hueso. El agregado superficial de BG a las estructuras tridimensionales elaboradas por impresion
3D propende a incrementar la liberacidn de iones al medio y activar la adhesién y proliferacion
de las células involucradas en la regeneracion désea desde el momento de implantacidn,

facilitando el anclaje de estas en la zona deseada y activando los mecanismos de regeneracion.



1.4 Objetivos

El objetivo general del proyecto es disefiar, fabricar y caracterizar andamios reabsorbibles que

emulen temporalmente las caracteristicas del tejido éseo y estimulen los mecanismos de

osificacidn. Dicho objetivo comprende las etapas de seleccién de materiales, el disefio de los

procesos de fabricacion, el uso de la impresidon 3D como técnica de fabricacidon de piezas a

medida del paciente y el estudio de las caracteristicas relevantes de los andamios fabricados.

Los objetivos especificos son:

1-

Elaborar filamentos compuestos por PHBV y PHBV+BG, que puedan utilizarse en la
impresora 3D de FDM.

Disefiar e imprimir andamios que mimeticen la morfologia y el comportamiento
mecanico del tejido éseo.

Caracterizar el material mediante estudios calorimétricos en cada etapa del proceso de
produccién.

Ensayar el potencial osteoconductor de los andamios.

Explorar diferentes herramientas computacionales para convertir imagenes
tomograficas en objetos 3D.

Realizar un estudio normativo para caracterizar los materiales, la fabricacion y el
producto final con vistas a dar cumplimiento a legislaciones y/o recomendaciones

vigentes nacionales e internacionales.
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2. Fundamentos

En esta seccion se presenta el marco tedrico y se describe la fundamentacién del uso de las
diferentes técnicas aplicadas. Se explican las propiedades del hueso relevantes para el presente
proyecto y se demuestra por qué la impresidon de piezas tridimensionales, con la técnica de
deposicién de filamento fundido fabricado con un polimero y biovidrio determinados, puede ser

un buen camino para dar solucidn a problemas como traumas o enfermedades del tejido éseo.

2.1 Biomateriales

La investigacién en ciencia de materiales en el ambito médico, junto con los avances
tecnoldgicos, fueron modificando la concepcion de los “biomateriales” y lo que esta palabra

representa. Hoy en dia se los clasifica en diferentes generaciones de biomateriales.

Los de primera generacion eran seleccionados para ser implantados en un sistema viviente,
intentando ser sistematica y farmacolégicamente inertes. Esta definicion plantea la idea de no
interaccion con el tejido, gracias a la utilizacion de materiales que generen la menor respuesta
inmunoldgica posible. A modo de ejemplo, puede citarse el uso de protesis metdlicas para dar

soporte mecanico, favoreciendo la regeneracion dsea tras una fractura [2].

Tras los avances tecnoldgicos y descubrimientos de nuevos materiales o la utilizacion de otro
tipo de materiales en este ambito, surgieron los biomateriales de segunda generacion: aquellos
materiales no vivientes, utilizados en un dispositivo médico destinado a interactuar con los
sistemas bioldgicos [3], [4]. Esta idea cambid totalmente el concepto de los biomateriales, dado
que su funcién esencial paso a ser la de intentar generar una reaccion dentro del cuerpo, ya sea
por ser bioactivo o por ser reabsorbible dentro del cuerpo. Por ejemplo, el uso de vidrios
bioactivos incrementa la capacidad de formacion de capas de hidroxiapatita que luego permiten
la proliferacion y diferenciacién de células dseas [3]. Continuando, son de comun utilizacion los
cementos a base de fosfato célcico e hidroxiapatita, pero su capacidad como soporte estructural
es limitada. Se han patentado compuestos de colageno junto con ceramicos como soluciones
para ayudar a la regeneraciéon del hueso. También, se ha visto el uso de hidroxiapatita en
tratamientos superficiales de implantes metdlicos para mejorar la fijacién, entre otras

aplicaciones [1], [3], [5].

Los biomateriales de tercera generacion son aquellos disefiados para estimular respuestas
celulares especificas a nivel molecular. Lo que se busca es generar la activacidon de genes que

estimulen la regeneracién del tejido vivo [3]. Se habla de una convergencia del componente
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bioactivo y el componente reabsorbible de los materiales, incluyendo la implantacién de células
y/o factores de crecimiento en matrices inorganicas. Esto es logrado con el uso de biomateriales
compuestos para lograr la adhesidn, proliferacion y diferenciacion celular que da origen al nuevo

tejido y, ademads, la posterior degradacidn de la estructura creada para tal fin.

La aplicacion final buscada para las estructuras disefiadas en el presente proyecto las ubicaria
dentro de los biomateriales de 3° generacién, dado que estan orientadas a generar respuestas
especificas a nivel molecular estimulando procesos de osificacién, para luego degradarse dentro

del cuerpo, sin generar consecuencias que impliquen un peligro para la salud del paciente.

Cabe destacar que, si bien no se tratard ese tema en este proyecto, se esta hablando
actualmente de una cuarta generacion de biomateriales, en la que se busca la comunicacién con
el tejido manipulando sefiales bioeléctricas que estimulen la regeneracién y permitan el

seguimiento de la respuesta celular [4].

2.2 Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo en el cual el conocimiento en la vida cientifica y médica se
aplica usando principios ingenieriles con el objetivo de disefiar tratamientos terapéuticos que
afecten positivamente la funcién del tejido [6]. Esta rama de la ingenieria puede subdividirse en
diferentes estrategias, que van desde cultivo y trasplante celular, fabricacion de andamios,
combinacion de éstos con factores de crecimiento, etc. En definitiva, los equipos de
investigacion tienen multiples opciones, tanto conceptuales como tecnoldgicas, para abordar

una estrategia y desarrollarla [7].

Lo que se busca en este proyecto es coordinar diferentes disciplinas (quimica, medicina,
ingenieria, disefo, etc.) para fabricar una estructura tridimensional constituida por un
componente de base que mimetiza las caracteristicas mecanicas del tejido dseo, y un

componente bioactivo que estimula la regeneracidn de la matriz ésea.

2.3 Tejido Oseo

El hueso es un tipo de tejido conectivo. Es rigido, poroso, de color blanquecino, sirve para dar

estructura, proteccién y actia como la parte pasiva del aparato locomotor [8].
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2.3.1 Composicién

El tejido 6seo se compone de matriz extracelular y células éseas. La matriz extracelular tiene una
porcién orgdnica y otra inorganica. La porcidn organica es sintetizada por las células éseas y
representa el 35 % de la matriz extracelular, estd formada principalmente de coldgeno y en
menor medida de otras proteinas. La porcidn inorganica representa el 65 % restante de la matriz
y esta formada por agua, iones y depdsitos de hidroxiapatita, HA. La HA es un material inorganico
y cristalino, compuesto de calcio, fosfato y carbonato. También hay presencia de fluoruros,
magnesio, potasio y sodio. Al colageno se le atribuyen las propiedades de viscoelasticidad y de
resistencia. A la fase mineral se le atribuye la caracteristica de rigidez, por el alto contenido de

sustancias minerales complejas [7].

Las células del tejido dseo se dividen en: osteoprogenitoras, osteoblastos, osteoclastos,

osteocitos [9]:

® Osteoprogenitoras: Son células que tienen la capacidad de dividirse y diferenciarse en
osteoblastos. Se encuentran activas en etapas de formacion y crecimiento de hueso, y
se reactivan durante la vida adulta ante la necesidad de reparacién de fracturas y otras
formas de lesién de hueso.

® Osteoblastos: Son células grandes (20 a 30 um), derivan de las células
osteoprogenitoras. Los osteoblastos sintetizan las proteinas coldgenas y no coldgenas
de la matriz orgdnica del hueso, dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz
extracelular, contribuyen a la mineralizaciéon de la sustancia osteoide, median en la
reabsorcidn llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas
especificas y sintetizan factores de crecimiento. Su vida media es de 1 a 10 semanas,
luego pueden desaparecer por mecanismo de apoptosis (muerte celular programada),
transformarse en células de revestimiento o en osteocitos.

® Osteocitos: Son las células mds abundantes del hueso maduro y derivan de los
osteoblastos que, al quedar rodeados de la matriz que sintetizan, se diferencian en
osteocitos. Los osteocitos residen en lagunas situadas en el interior de la matriz ésea
calcificada y se organizan formando un sincitio de células interconectadas que
representa una Unica estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie de
contacto en el interior y hacia la superficie dsea, para asegurarse oxigeno y nutrientes.
Su funcidn es mantener la matriz extracelular 6sea mediante la sintesis y mineralizacion
de la matriz, pero fundamentalmente se cree que es el principal controlador del
remodelado éseo, detectando las variaciones mecdnicas de las cargas. Los osteocitos

constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son incapaces de renovarse.
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® Osteoclastos: Son los macréfagos del hueso, se producen por fusién de células madre
procedentes de la médula dsea. Son células de gran dimensién (100 um). Su funcidon es
la renovacion y remodelacion dsea mediante un proceso de resorcidn. Este proceso se
caracteriza por eliminacién de matriz dsea en multiples puntos para ser sustituida por

hueso neoformado.

2.3.2 Tipos de hueso

Al tejido 6seo se lo divide en dos variedades: hueso compacto o cortical y hueso esponjoso o

trabecular. En la Figura 1 se observa la estructura de ambas variedades.

Trabecular 6
Esponjoso

Cortical

Trabecular Cortical

Figura 1 Imagen de hueso esponjoso o trabecular, y compacto o cortical, adaptada de [10].

El hueso compacto es formado por laminillas éseas, que son porciones de matriz dsea
inmediatamente aplicadas unas contra otras sin cavidades intermedias, las mismas se disponen
de manera radial alrededor de los vasos sanguineos. A cada conjunto de laminillas se lo
denomina osteona. Luego, hay lagunas que estan ocupadas por osteocitos que se encuentran
interconectadas por canales diminutos, esenciales para la nutricién e intercomunicacion de las

células dseas.

El tejido esponjoso es formado por trabéculas, que son laminillas dispuestas en diferentes
orientaciones que entran en contacto en algunos puntos, por lo que forman una matriz porosa
entre la cual se acumula médula ésea. Los osteocitos se asocian en lagunas intercomunicadas
irregularmente y no son penetrados por vasos sanguineos, sino que estan rodeados por los
espacios medulares que estan vascularizados. Este tipo de organizacién se asemeja a la

estructura de una esponja, de alli su nombre.

2.3.3 Estructura

A continuacidn, se muestra la Figura 2, que representa la escala dimensional de las distintas

estructuras formadoras del tejido éseo. Se observa la distribucion macroscépica, los patrones
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que forman las fibras de colageno a distintos niveles y la localizacion de los minerales dentro del

tejido [11].
T?jido Osteonas Patrones de ; E:)blzréaigs Coldgeno e
Oseo fibras Fibras g Hidroxiapatita

mineralizadas

=

Macro N ~ N - Escala
escala 100 um 50 um 5 um 500 nm

atomica

Figura 2 Estructura jerdrquica del tejido dseo. Adaptado de [11].

Estas estructuras se caracterizan por la presencia de poros distribuidos jerarquicamente. Se
generan canales interconectados de 90 a 150 um de didmetro, necesarios para intercambio de
nutrientes y desechos, y canales de 300 a 800 um de didametro, necesarios para dar lugar a
vascularizacion. Didmetros de 100 um equivalen a areas transversales de 0,01 mm?y didmetros

de 500 um equivalen a areas transversales de 0,25 mm?.

2.3.4 Comportamiento Mecanico

La estructura intima del hueso compacto y el hueso esponjoso, como muestra la histologia, es
en todos los casos la misma. La diferencia radica en un cambio en la disposicién estructural de
la substancia dsea. Como consecuencia de esto, el tejido presenta densidades y propiedades
mecanicas diferentes. En la Tabla 1 se presentan algunos resultados de ensayos realizados en

las dos variedades que presenta el tejido.

Tabla 1 Propiedades mecdnicas del tejido 6seo. Adaptado de [7]

Propiedad Hueso Compacto Hueso Esponjoso

Tension mdxima de compresion

100 - 230 2-12
(MPa)
Moddulo tensil, traccion (GPa) 7-30 0,05-0,5
Tension mdxima, flexion (MPa) 50 - 150 10-20
Deformacion a la rotura, traccion (%) 1-3 5-7
Tenacidad a la fractura (MPa . m %) 2-12 Sin datos*...
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Los resultados presentados en la tabla, en conjunto con ensayos de otros autores, servirdn como
punto de comparacién con el andamio que se pretende fabricar en el presente proyecto. En
bibliografia se observaron estudios de una amplia variedad de huesos, y en diversas condiciones,
por lo tanto, los resultados reportados presentan un extenso espectro de valores [12]. Dada esta
variabilidad en el comportamiento mecanico, es altamente improbable lograr una estructura

universal que pueda dar solucién a todo tipo de hueso.
Desarrollo y crecimiento del hueso

El hueso es un tejido dinamico en constante reabsorcién, que permite el mantenimiento del
volumen dseo, la reparacion del dafio tisular y la homeostasis del metabolismo fosfocdlcico. La
composicion, la disposicion estructural y el comportamiento mecdnico son factores

determinantes para el correcto funcionamiento de este proceso.

El hueso crece por aposicidn, es decir, por el depdsito de sales minerales en la superficie del
tejido conectivo. El proceso de remodelado dseo puede ser resumido en las fases presentadas

en la Figura 3 [9]:

1. Quiescente: El hueso en condiciones de reposo.

Activacion: Se expone la superficie mineralizada, se produce la
atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos
préximos.

3. Resorcidn: Osteoclastos disuelven matriz mineral y
descomponen matriz osteoide. Macréfagos finalizan proceso y
se liberan factores de crecimiento contenidos en la matriz.

4, Formacion: Osteoblastos se agrupan y sintetizan sustancia
sobre la que se adherird nuevo tejido. Se expresan proteinas
morfogenéticas 6seas responsables de la diferenciacion. Luego
los osteoblastos diferenciados sintetizan sustancia osteoide
que rellena zonas horadadas.

5.  Mineralizacion: Comienza 30 dias después y se extiende hasta
entre 90y 130 dias segun el tipo de hueso.

Figura 3 Esquema del proceso de regeneracion dsea.

2.4 Andamios

A la hora de tratar con fracturas y enfermedades del tejido dseo, se han utilizado diversos
materiales que pueden ser rechazados o generar respuestas inmunoldgicas adversas. Los
materiales metalicos son los mas usados actualmente gracias a sus elevadas propiedades
mecanicas y su estabilidad in vivo. Sin embargo, pueden presentar inconvenientes de toxicidad
a largo plazo o producir el fenédmeno conocido como apantallamiento de tensiones. Este
fendmeno es causado por la gran diferencia de maédulo eldstico entre el metal y el tejido dseo,
ocasionando pérdida de masa dsea, debilitando al hueso e incrementando el riesgo de fractura

de éste o incluso del implante, lo que implicaria un mayor riesgo para el paciente y costo extra
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por la necesidad de una segunda intervencién [13]. Existen otras técnicas que pretenden lograr
la regeneracién de tejido con variados resultados. Los autoinjertos requieren procesos
quirurgicos en dos sitios del paciente, lo que aumenta la tasa de complicaciones por infecciones,
puede inducir morbilidad en la zona dadora, y su utilizacién puede ser limitada por dificultades
técnicas y/o cantidades disponibles para su extraccidn [1]. Los aloinjertos presentan riesgos de

transmisién de enfermedades y rechazo por parte del receptor [6], [14].

La solucidn a dichos problemas podria surgir de nuevas técnicas que permitan mejor aceptacion
de agentes externos en el organismo. Actualmente se pretende que el tejido reconozca a los
agentes externos utilizados como propios, de modo que su mecanismo de regeneracién natural
se presente facilitado e incluso favorecido por éstos. El uso de andamios (en inglés, scaffolds)

disefiados a medida y compuestos por biomateriales pareciera ser la respuesta.

Un andamio es una estructura tridimensional que funciona como matriz temporaria, tiene una
arquitectura determinada y estd compuesta por materiales especificos que permiten la
colonizacion, migracién, crecimiento y diferenciacidn de las células que guian a la regeneracion

del tejido objetivo para el cual fue ideado [7], [15].

Existen diversas técnicas para fabricar andamios, las mas tradicionales son aquellas que forman
un bloque de material en un molde con agentes pordgenos, como la lixiviacion de sales,
formacidn de gases, separacion de fases y liofilizacidn. Actualmente, las técnicas de manufactura
aditiva (ver seccién 2.7) estan tomando mayor protagonismo, dado su bajo costo y su mayor

capacidad de disefo de estructuras a escala macro y micro [16].

Hay 2 conceptos asociados a la capacidad regenerativa de cualquier producto empleado como
sustituto éseo temporal: Osteoconduccion y osteoinduccion. La osteoconduccion refiere a poseer
una superficie sobre la cual se permita el crecimiento del hueso. De esta manera, puede guiarse
la regeneracidén. La osteoinduccion refiere a la capacidad de estimular células no diferenciadas
para su desarrollo como células formadoras de tejido éseo, proceso que precede a la generacion

de nuevo tejido [17], [18].

El andamio ideal deberia imitar la composicidn y las caracteristicas mecanicas del hueso, esto es

[15], [19]:

e Porosidades que repliquen la estructura jerdrquica del tejido éseo, ver seccidn 2.3.3. Los
canales mas pequefios facilitan la adhesidn de los osteoblastos, dado que estos
comienzan a anclarse en los andamios formando pequefios grupos de células. Los
canales mas grandes dan lugar a la comunicacién vascular y nerviosa que se debe formar

una vez que el hueso comienza a regenerarse.
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e Superficies que promuevan la adhesién, proliferacion y diferenciacion celular, por su
morfologia y por su composicion (rugosidad, hidrofilicidad, presencia de hidroxiapatita).

e Material que presente una tasa de degradacion en el cuerpo humano que coincida con
la tasa de formacidn de tejido estructural.

e Tanto el material como los productos de su descomposicidn deben ser biocompatibles,
no citotdxicos y debe observarse estabilidad en condiciones de inflamacién.

e Propiedades mecanicas que emulen las del tejido dseo.

e Dimensiones a medida del paciente, es decir, que replique la forma macroscépica del

tejido a reemplazar o se adapte a los puntos anatémicos de referencia.

2.5 PHBV

El PHBV es un copolimero de poli 3-hidroxibutirato (HB) y 3-hidroxivalerato (HV), que proviene
de la familia de los polihidroxialcanoatos. Son poliésteres termoprocesables, biodegradables,
biocompatibles y pueden ser producidos por diferentes microorganismos [20]. En la Figura 4 se

observa la estructura molecular del PHBV.

i
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Figura 4: Estructura molecular del PHBV [13]

Las cadenas poliméricas del PHBV se distribuyen en forma desordenada en algunas regiones del
material (fase amorfa) pero mayoritariamente se pliegan dando lugar a una estructura ordenada
denominada lamela (fase cristalina). Las lamelas nuclean y constituyen estructuras esféricas
denominadas esferulitas. Su temperatura de transicién vitrea es de -5 °C a -2 °C, su temperatura
de fusidn es 169 °Cy su temperatura de cristalizacién es de 80 °C a 110 °C, todas dependientes

de la proporcion presente de valerato [21], [22], [23].

El PHBV posee propiedades piezoeléctricas al igual que el hueso y es un polimero facilmente
procesable. Su tasa de degradacion es suficientemente lenta, compatible con el proceso de
regeneracién ésea y puede ser regulada, por ejemplo, por su forma, tamafio o modificando el

porcentaje de valerato [20], [24]. Se observaron pérdidas de 30 % de masa en espumas de PHBV
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tras 180 dias de sumersion en un medio bioldgico simulado [20]. Un estudio demostro entre un
15 %y 42 % de pérdida de peso molecular en sustitutos éseos de PHBV en ratones tras 6 meses
de implantacién [25]. Estudios de laminas de PHBV muestran procesos lentos de degradacion
enaguaa30°Cy40 °C, llegando a un 30 % de pérdida de masa tras 200 dias [26], por otro lado,
se ha trabajado con compuestos de biovidrio y PHBV que llegan a perder entre un 8 % y 30 % de
masa tras 9 semanas de incubacion en solucidn buffer a 37 °C [27]. Se han visto en bibliografia
filamentos para impresoras 3D elaborados con polihidroxialcanoatos combinado con otros
materiales: Policaprolactona (PCL), Sulfato de Calcio (CaSH), Acido Polilactico (PLA) [13], [28],
[29]. Ademas, compuestos de 30 % PHBV (con 8 % de valerato) + 70 % Hidroxiapatita han logrado
soportar tensiones de compresion del mismo orden de magnitud que algunos huesos humanos,

62 MPa [30].

Sus propiedades y amplia disponibilidad hacen que sea un material promisorio en todo lo
relativo a investigacion en la industria de la salud. Si bien tiene muchos usos posibles, tales como
liberacién controlada de medicamentos, o creacién de matrices de cultivo, este proyecto se
centra en sus aplicaciones como andamios para tejido éseo. Muchos de estos autores han
confirmado proliferacién celular en sistemas con PHBV in vitro e in vivo, un ejemplo de esto es
la utilizacién de matrices de PHBV para reparar defectos de cartilagos en conejos, donde se
evalud la formacién de tejido cartilaginoso articular in vivo usando condrocitos sembrados en

matrices de PHBV, con reacciones inmunolégicas minimas en 8 y 20 semanas [20], [31].

Por otro lado, el PHBV es un polimero hidrofdbico, caracteristica que disminuye su capacidad
para adherir células y también dificulta su unidn al BG, dado que este ultimo es hidrofilico. Para
el buen desempefio de los andamios, seria importante encontrar plastificantes o tratamientos

superficiales que logren mejorar la adhesién celular.

2.6 Biovidrio

Tras la guerra de Vietnam, un coronel de la armada estadounidense planted la idea de utilizar
un material que soporte las condiciones hostiles que presenta el cuerpo humano, para poder
utilizarlo en lugar de las proétesis usadas hasta el momento con los heridos en combate, dado
que éstos presentaban un alto indice de rechazo. Ante esto, Larry Hench esbozd la siguiente
teoria [2]:

“El cuerpo humano rechaza los metales y polimeros formando cicatrices, dado que los tejidos
vivos no estdn compuestos por dichos materiales. El hueso contiene un componente de fosfato
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de calcio hidratado, hidroxiapatita, y por eso si un material es capaz de formar una capa de
hidroxiapatita in vivo, podria no ser rechazado por el cuerpo.”

Bajo esta idea, desarrollé en 1969 un biovidrio denominado Bioglass®. El mismo es un
biomaterial de 3° generacidn y esta disefiado para activar genes que estimulan la regeneracién
del tejido vivo. Es un cerdmico y su composicién mas utilizada esta dada por: 24,5 % Na,0, 24,5

% Ca0, 45 % Si0,, 6 % P,0 y se lo conoce como Bioglass 45S5 [2].

La virtud mas relevante del biovidrio es su capacidad de generar lazos muy fuertes con el hueso.
Esto se da gracias a que el material produce una rapida liberacién de iones solubles en el medio,
principalmente compuestos de calcio y silicio, que en medio fisioldgico dan lugar a la formacion
de una gran superficie de hidroxiapatita, y facilita la absorcion de factores de crecimiento, lo
cual prosigue con la adhesién, proliferacion y diferenciacion de las células dseas, culminando

con la mineralizacion de la matriz.

En la revisién de Hench se menciona que han realizado evaluaciones de fuerzas de corte
interfacial entre uniones éseas a BG en ensayos con monos y ratas. La resistencia registrada en
las uniones entre el hueso y el BG ha resultado igual o incluso mas fuerte que el propio hueso.
Alli se explica que la formacion de una capa de HA en la superficie del andamio es util, pero no
es el eslabdn critico en la cadena de reacciones para la regeneracion ésea. La clave recae en
controlar la liberacién de iones en el ambiente de accién, para facilitar la proliferacién y

diferenciacién celular. Es alli donde el biovidrio se destaca.

Existe un estudio en el que se muestran los efectos de la disolucion de productos idnicos
derivados del biovidrio en un medio con presencia de ADN y osteoblastos humanos, analizando
la expresion genética tras 48 horas de inmersidn. Los resultados de este experimento mostraron
que, de 1176 genes evaluados, 196 genes comunmente expresados en osteoblastos humanos
incrementaron los valores de base. Este estudio indica que los vidrios bioactivos catalizan la

osteogénesis mediante el control de genes que regulan el ciclo celular [32], [18].

Otros trabajos permiten observar el efecto que genera el agregado de BG a matrices hechas de
PHBV, tal como se ilustra en la Figura 5. Se produce el aumento de las propiedades mecanicas
en compresién, mejora la absorcidon de agua, disminuye el dngulo de contacto (parametro

relacionado con la hidrofilicidad) y provoca un aumento en la adhesion celular [31], [32].
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Figura 5: Comparacion de propiedades de andamios de PHBV y PHBV+BG(20%): (A) Aumento de Resistencia a la
compresion, (B) Aumento de la absorcion de agua, (C) Disminucion del dngulo de contacto, (D) Aumento de
porcentaje de adhesion celular [31].

2.7 Impresion 3D en Ingenieria de Tejidos

La manufactura aditiva, MA, es un proceso de fabricaciéon de objetos mediante la adicidon de
capas unas sobre otras. Existen muchas técnicas de fabricacidn, algunas de ellas son: deposicidn
de material o filamento fundido, sinterizacién selectiva por laser, estereolitografia, inyeccion de

aglutinantes, etc.

La versatilidad y capacidad de disefio que brindan estas tecnologias acrecentd el nimero de
investigaciones en el ambito de la salud [33]. Muchos autores destacan otras ventajas del uso
de estas tecnologias: tienen el potencial de incrementar la productividad, la eficiencia y reducir
costos, sobre todo cuando se trata de piezas orientadas a solucionar el problema de cada
paciente en particular, a la vez que permite la democratizacion del disefio y manufactura de

bienes [34].

El sistema de MA por deposicién de material fundido funciona del siguiente modo: Un filamento
de seccién circular de un determinado material es empujado por un extrusor, fundido por un

sistema de calentamiento usualmente llamado “hot end” y depositado a través de un pico en
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una base o cama de impresién. Instantdneamente el material se solidifica en el lugar depositado
por enfriamiento. El sistema imprime una primera capa moviéndose en el plano x-y, luego el
pico de deposicién de material se aleja de la base en el eje z para crear otra capa sobre la
primera. Asi continla de manera consecutiva, creando una estructura tridimensional. La Figura
6 muestra un esquema simplificado de un equipo de impresién 3D por deposicidon de material

fundido.

Sistema de empuje

O—

O

Pico
extrusor

Rodillo
con
Filamento

Base

Figura 6: Esquema bdsico de una impresora 3D por deposicion de material fundido.

Las temperaturas utilizadas para imprimir con Acrilonitrilo-Butadieno-estireno, ABS, que puede
ser considerado el plastico mas comun de uso doméstico, se encuentran comprendidas entre
220° Cy 240 °C. El PHBV presenta temperaturas de fusién de 160 a 180°C, segun la proporcién
de valerato, lo cual posibilita su manipulaciéon con impresoras basadas en sistemas comerciales
de FDM [22]. Sin embargo, el desafio mas grande al utilizar materiales no convencionales es la
fabricacién de un filamento de un diametro especifico y constante, que resulte viable para la

utilizacidon en impresoras 3D.

Con el uso de esta técnica puede lograrse la porosidad necesaria para facilitar tanto la migracion,
adhesién y proliferacion celular, como la formacidn de canales de comunicacidn para nutricion
y vascularizacion. Mediante la manipulacion de ciertos parametros de impresién tales como:
altura de capa, ancho de extrusion, trama de relleno, porcentaje de relleno, entre otros, se

pueden lograr poros y canales realmente pequefios, del orden de las decenas de micrones [35].

Para finalizar, cabe destacar que el proceso para imprimir cualquier pieza de plastico comercial
para uso recreativo es muy diferente al que debe llevarse a cabo para generar andamios para
aplicaciones médicas. Tal como recomiendan los organismos internacionales de control de
dispositivos médicos, se debe crear un protocolo para el correcto trato y procesamiento de la
informacidn de los pacientes, sumado al importantisimo requerimiento de calidad y al poder de

réplica de las estructuras anatémicas [36].
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2.8 Tratamientos superficiales

Con la ayuda de tratamientos superficiales se pueden mejorar las posibilidades de adhesién y

proliferacién celular en los andamios; las técnicas que pueden emplearse son muy variadas.

En primer lugar, se busca el aumento de la superficie de contacto con el medio, esto se puede
lograr con la creacidn de matrices porosas o rugosas. También, se puede modificar la estructura
de la superficie aumentando su hidrofilicidad, lo que permite mejorar la adhesidn celular. Se han
realizado tratamientos superficiales para mejorar la hidrofilicidad de andamios hechos con
PHBV. Algunos autores intentaron hacerlo por plasma con diferentes gases [21], otros realizaron
técnicas de “leaching”, en las que se agregan sales al polimero como agentes pordgenos que
luego son extraidas por un solvente adecuado [6]. En otros casos, el agregado de diferentes
compuestos cerdmicos como hidroxiapatita o biovidrio ha logrado mejorar tanto Ia
hidrofilicidad, como la rugosidad y el comportamiento osteoprogenitor de los andamios [4], [7],

[31].

2.9 Replicacién de estructuras anatdmicas

La tomografia computada permite distinguir los tejidos debido a la diferencia con la cual éstos
absorben los rayos X, fendmeno que se ve reflejado en una imagen plana en escala de grises.
Gracias a la conjuncion de cientos de imagenes tomadas en todas las direcciones y en una
seccion determinada, se pueden obtener representaciones de alta calidad de la anatomia del

paciente en las 3 dimensiones.

Las herramientas de disefio y procesamiento de imagenes digitalizadas pueden aprovechar la
informacidn provista por las tomografias para replicar las estructuras anatdomicas, formando
estructuras digitales tridimensionales. Por ultimo, si se conjugan dichas estructuras digitales con
la técnica de impresion 3D, se posibilitan la replicacion de las estructuras anatdmicas y los
disefos especificos aplicables a cada paciente, definidos como “patient matched devices” segln
el ente regulador de alimentos y medicamentos estadounidense (en inglés, Food & Drug

Administration, FDA) [33], [34].

La resolucion de las tomografias depende de diversos factores que no seran explicados en el
presente trabajo. Lo cierto es que mas alla de las diferentes tecnologias que puedan utilizarse,

las imagenes tomograficas obtenidas deben superar la resolucidn espacial de la impresora 3D a
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utilizar, de modo que los errores sean minimizados y controlados solamente en el proceso de

impresion.

2.10 Legislacion y recomendaciones para la impresion 3D en

aplicaciones médicas.

Los entes reguladores internacionales estan comenzando a esbozar documentos para regular
este tipo de practicas. Recientemente, la FDA publicé una guia de consideraciones técnicas para
la manufactura aditiva de productos médicos [36]. Por otra parte, puede tenerse en cuenta la
normativa europea 2017/745. En Argentina, la ANMAT (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica) presentd una discusion publica con
consideraciones técnicas para productos de manufactura aditiva, realizado con ayuda de
profesionales de la industria y tomando como referencia el documento publicado por la FDA

[37].

Como todo producto médico, el andamio debe ser clasificado como tal, dando cumplimiento a
toda la legislacién vigente. Los productos médicos son fabricados por una empresa habilitada,
qgue cumple con las buenas practicas de fabricacion para su finalidad establecida, de manera tal
qgue se garanticen la seguridad, la reproducibilidad y un estandar de calidad del proceso de
produccién, lo que incluye el disefio, los materiales y los procesos de manufactura. Para definir
los procesos de fabricacion, es esencial formular de antemano los requisitos y la intencién de
uso del producto, realizar un andlisis de riesgo, del cual derivan las especificaciones y los puntos

criticos de control del proceso [38], [39], [40].

Por lo pronto, si bien hay cuestiones que aun estan en discusion, y esta fuera del alcance del
presente proyecto fabricar un andamio para una aplicacidn clinica real, muchas de las
recomendaciones citadas pueden abarcadas, y la intencidon de este trabajo es definir y
demostrar el cumplimiento de aquellos aspectos que deberian ser tenidos en cuenta para lograr

un producto final.
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3. Materiales y Métodos

En esta seccidn se presentan los materiales y métodos utilizados para fabricar y/o caracterizar
los materiales, filamentos y piezas impresas. Se utilizaron PHBV y BG para fabricacién de
filamentos con el uso de una mini extrusora. Estos filamentos fueron utilizados para imprimir
piezas con la impresora 3D. Dichas piezas fueron disefiadas con herramientas digitales, y una
vez impresas, se caracterizaron las propiedades morfolégicas, mecanicas, calorimétricas,

superficiales y su actividad en medio fisioldgico simulado.

3.1 Materiales

3.1.1 PHBV

Se trabajé con PHBV de la marca Tiannan, proveniente de China. El material se encuentra
disponible en el Lab3Bio en forma de polvo y posee 1,5 % mol de valerato. El mismo fue utilizado

sin procesamientos previos.

3.1.2 Biovidrio

Se utilizd biovidrio de composicién 45S5 (en adelante BG) en forma de cristales de
aproximadamente 5 um de didmetro, donado por el Dr. Aldo Boccacini de la Universidad
Nirenberg-Erlagen-Alemania en el marco del proyecto de colaboracion BAYLAT-MINCyT

“Desarrollo de sustratos 3D reabsorbibles para regeneracion 6sea”.
3.1.2.1 Tratamiento del Biovidrio — Silanizado

El BG es hidrofilico y el PHBV es hidrofébico, esto hace que la interaccidn entre ambos materiales
sea muy pobre. Para mejorar la adhesion entre ellos, se utilizd la técnica de silanizado [41]. Esta
técnica consiste en recubrir al BG con grupos silanos a través de métodos quimicos,
disminuyendo su hidrofilicidad, de manera tal que se mejore la interaccién con el PHBV. La

Figura 7 esquematiza el proceso de silanizacién de una particula de BG.
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Figura 7 Esquema del proceso de silanizacion de BG.

Procedimiento para el tratamiento superficial de BG

1. Se sumerge 0,1 g de BG en 1,5 ml de una solucién de clorotrimetilsilano (CTMS, Sigma-
Aldrich) mezclado al 10 % m/m con tolueno. El objetivo de esto es recubrir la totalidad
de los cristales de BG con el clorotrimetilsilano. Dichos cristales se asumen como esferas
de 5 um de didmetro y se usa la cantidad de solucidn necesaria para superar en 10 veces
la superficie total a recubrir, de modo que el agente quimico se halle en exceso.

2. Luego, se deja evaporar el solvente con el exceso bajo campana, a temperatura
ambiente. Se forma como parte de la reaccién acido clorhidrico, que también se
evapora.

3. Finalmente, se deja secar el BG tratado con CTMS en una estufa a 30°C durante 24 horas.

El BG estd compuesto de Na0, si se tiene en cuenta el cloro aportado por el clorotrimetilsilano,

existe la posibilidad de formacion de cristales de NaCl [42], [43].

3.2 Fabricacion de Filamentos - Extrusion

La impresora 3D que posee el Lab3Bio es de produccidn nacional marca Codex 2020. Esta admite
filamentos de 1,7 mm + 0,2 mm de diametro. Para poder imprimir andamio de PHBV+BG, es

necesario fabricar un rollo de filamento de esta composicién.

Se fabricaron dos tipos de rollos de filamento: uno compuesto de PHBV y otro compuesto de
PHBV con agregado de BG (4 % m/m). Este ultimo serd mencionado de aqui en adelante como

“PHBV+BG(4%)”. Para permitir la fabricacién del filamento, el BG fue previamente tratado con
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CTMS, proceso que se explicd en el paragrafo anterior. La mezcla de los polvos se homogeneizd

con un mezclador mecanico.

Para fabricar los dos tipos de filamento se usé una extrusora de doble tornillo Thermo Fisher
Scientific Process 11. El equipo pertenece a la Fundacion Argentina de Nanotecnologia (FAN),
ubicada en el campus Miguelete de la UNSAM. En la Figura 8 se observa al equipo donde el brazo

superior es un tubo de succion para evitar la dispersion de polvos hacia los operarios.

Figura 8 Extrusora de doble tornillo

En la Figura 9 se observa el proceso de extrusién junto con el sistema de enrollamiento del
filamento. El filamento se enfria en el ambiente a 24 °Cy se enrolla con un equipo que permite

regular la velocidad en revoluciones por minuto.
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Figura 9 Sistema enrolamiento

https://www.fan.org.ar/portfolios/extrusora-de-doble-tornillo-thermo-fisher-scientific-process-11/

La extrusora puede plastificar, moler y transportar los materiales con su sistema de dos tornillos
co-rotantes en temperaturas controladas. De este modo, al atravesar el pico de salida (circular
y de didmetro modificable) se extruda y moldea el filamento en aire ambiente. En la Figura 10

se puede ver un esquema representativo de dicho funcionamiento.

Ingreso del material
g Boquillade

extrusion

Tolva de ‘l'
Alimentacion __

Control de temperatura

Material extruido

Sistemade 5 // /) 7/ ]/ T/ T[T/ T/ ]])
dobletomilo N 7/ 7777717/ 7/7/7/7 D

Figura 10: Esquema representativo del funcionamiento del sistema de extrusion de filamento.

Los pardmetros que se configuraron para fabricar el filamento fueron:

e Perfil de temperaturas (se puede modificar la temperatura de manera sectorizada en 10
partes que van desde la tolva de alimentacion hasta la boquilla de extrusién)

e Velocidad de rotacion de los tornillos (en rpm)

e Frecuenciay cantidad de alimentacién de material

e Distancia desde a la boquilla de extrusion hasta el sistema de enrollamiento
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e Velocidad del equipo de enrollamiento (en rpm)

e Temperatura ambiente en 24 °C (aire)

3.3 Pesaje

Se pesaron retazos de filamento y cubos impresos de 1cm?® para determinar la cantidad de
material utilizado. El volumen elegido para este analisis es simplemente un valor de referencia,
dado que las piezas fabricadas pueden ser de diferentes tamafios y formas. Para el pesaje se
utilizé6 una balanza ACCULAB ALC-210.4. Se recortaron 5 trozos de 30cm de filamento y se

pesaron cubos impresos con 50 % de relleno.

3.4 Caracterizacion Calorimétrica

3.4.1 Termogravimetria - TGA

La termogravimetria (en inglés, Thermo-Gravimetric Analysis, TGA) expresa cambios de masa de
una muestra a medida que se aumenta la temperatura. La masa del material se mide con una
balanza de precision, a la vez que la temperatura se incrementa de manera controlada durante
un lapso programable. Los resultados se expresan graficamente a través de termogramas,

permitiendo observar la descomposicidn del material en funcién de la temperatura.

Se realizé un analisis termogravimétrico del PHBV con la colaboraciéon de la Lic. Nayla Lores en
un equipo Shimadzu TGA-50, perteneciente a la Universidad Nacional de Mar del Plata, con el
objetivo de evaluar la temperatura de degradacidn del polimero que se pretende utilizar en los
andamios. El estudio dinamico fue realizado en aire, con un barrido de temperatura de

10 °C/min desde temperatura ambiente hasta 800 °C.

3.4.2 Calorimetria Diferencial de Barrido - DSC

La calorimetria diferencial de barrido (en inglés, Differential Scanning Calorimetry, DSC) es una
técnica que permite analizar propiedades térmicas de los materiales. El método consiste en
medir la diferencia de los calores absorbidos por una muestra de material de masa conocida por
un lado, y una muestra de referencia (aire u otro material) por el otro, cuando ambas se exponen
a una rampa de temperatura. Mientras la muestra experimenta cambios fisicos o quimicos

dados por la aplicacidn de calor (cristalizacion, fusidn, solidificacion, oxidacidn, etc.) se producen
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cambios en la energia interna, esto es, en el calor absorbido, respecto al que absorbe la
referencia. Las diferencias de calor medidas entre la muestra y la referencia son almacenadas
en tiempo real y con esos datos se puede calcular la temperatura a la cual se dan estos cambios

fisicoquimicos en la muestra [44].

Gracias a la colaboracién de la Dra. Gabriela Leyva, del Departamento de Fisica de la Materia
Condensada, en el centro Atémico Constituyentes de la Comisidn Nacional de Energia Atomica,
se realizaron ensayos con un equipo de DSC Q2000 marca TA Instruments. Se analizaron
muestras de diferentes etapas del proceso de fabricacién para observar el estado del material

en cada una de ellas.

® PHBV en polvo (sin procesamientos)

e Filamento de PHBV (ler proceso térmico)

® Impresion de PHBV (2do proceso térmico)

e Filamento de PHBV+BG(4%) (1ler proceso térmico)

® Impresidon de PHBV+BG(4%) (2do proceso térmico)

Para los ensayos se utilizaron muestras de ~10 mg y rampas de temperatura de + 10 °C/min,
llevando las muestras a -40 °Cy luego a 190 °C, con un posterior enfriamiento hasta temperatura

ambiente.

Este estudio se focalizdé en la temperatura de fusidon (pico endotérmico), temperatura de
cristalizacion (pico exotérmico) y la fraccidn cristalina. Esta Ultima se puede calcular a partir del
grafico de calorimetria diferencial de barrido y el valor de referencia de la entalpia de fusidn
material [45]. En este caso, se utilizd el valor de referencia del polihidroxibutirato, PHB,

reportado en bibliografia, dado que el porcentaje de valerato en el PHBV es muy bajo.

_ AHy

Fraccion Cristalina: Xc = 0
AHf

donde AH; es el calor de fusion obtenido a partir del drea bajo el pico
de fusién, AH]9 es el calor de fusidon para el PHB totalmente

cristalino (146 J/g) [46].
El drea bajo el pico se calculd con el programa Origin Pro.

Para el caso de las mezclas con BG (4 % m/m), se debe multiplicar X por el factor 0,96, lo que

representa el porcentaje real de polimero en la muestra.
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3.5 Fabricacion de piezas por impresion 3D para andlisis vy

caracterizacion

Para los analisis morfoldgicos y mecanicos (secciones 3.6 y 3.8) se disefiaron y elaboraron
muestras de acuerdo a los estandares correspondientes. Se presenta la Figura 11 que explica el

proceso fabricacidn de dichas piezas:

Figura 11: Diagrama de flujo del proceso de produccion de piezas por impresion 3D.

3.5.1 Disefio

Todos los ensayos propuestos en esta tesis requieren disefiar una pieza con una geometria
particular. La mayoria de los disefios se ajustan a normas internacionales que especifican
formas, dimensiones y tolerancias. Otros disefios han sido ideados en el laboratorio para poder
caracterizar otras propiedades que no son contempladas por la normativa vigente. En cualquier
caso, para el disefio se empled la herramienta grafica SolidWorks®, cuyos archivos se
almacenaron en formato .sldprt, editable por dicho programa, y en formato .stl para su
utilizacion en los programas que generan el archivo .gcode con el que se controla el
funcionamiento de la impresora 3D. La Figura 12 muestra la forma de una probeta de traccién

segln norma ASTM D638-02.

Figura 12: Disefio de probeta de traccion en SolidWorks®

31



3.5.2 Definicion de parametros de impresion

El archivo .stl es importado al Slic3r. Este software libre permite definir condiciones de
impresion. El usuario puede previsualizar como quedara la impresién y guardar las instrucciones
en el archivo de formato .gcode. Se presenta en la Figura 13 una captura de pantalla del uso del

Slic3r con el disefio para imprimir la probeta de traccién de la Figura 12.

G slicar
File Plater Object Window Help

Plater  Print Settings Filament Settings Printer Settings
o Add.. Delete |3 Delete All | &% Arrange Scale. ; Split Cut. Settings.

Figura 13: Captura de pantalla de Slic3r. Se destaca la direccion de impresion de cada capa, que forma un dngulo

con la direccion longitudinal de la muestra.

3.5.2.1 Parametros relevantes

Son decenas de parametros los que uno puede configurar desde los programas de impresién
3D. Se describen a continuacién los que se consideraron mas relevantes para el proyecto y en

algunos se mencionan los valores empleados.

e Didmetro de pico extrusor: Se utilizaron picos de acero inoxidable de 0,2 mm, 0,5 mm,
0,6 mm de diametro interno.

e Temperatura de pico extrusor: Fijada en 200 °C. Necesaria para fundir los materiales
considerando la transferencia de calor con el medioambiente.

o Temperatura de la base: Entre 85y 100 °C. Se calienta la base para mejorar la adhesion
del material una vez depositado.

o Velocidad de impresion: Menor a 15 mm/min en todos los casos. La velocidad de
impresion determinara la resolucién espacial, los tiempos de impresion, y la adhesion

entre capas.
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e Porcentaje de relleno: De 0 a 100 %. Representa la cantidad de filamento utilizada para

rellenar un drea determinada. Se presenta la Figura 14 a modo de ejemplo:

100% 60 % 30%

Figura 14 Porcentaje de relleno

e Patrén de relleno: En este proyecto se utilizaron patrones rectilineos. Representa la
forma con la cual se genera el trazado de filamento en cada capa. Se presentan algunos

estilos en la Figura 15 a modo de ejemplo:

Rectilineo Concéntrico Panal de Abejas

[l

Figura 15: Patrones de Relleno

® Altura de capa: Desde 0,1 al valor del diametro del pico utilizado (en mm). Representa
el espesor de cada capa impresa. Si se quiere fabricar una pieza de 1 mm de espesor y
se la divide en capas de 0,2 mm, la impresidon tendra 5 capas. Se profundizara la
importancia de este parametro en la seccion 3.6.2.

® Perimetros externos: Habilitado o Deshabilitado. La utilizacion o no de perimetros
externos determina la existencia de paredes verticales en la pieza. Se presenta la Figura

16 a modo de ejemplo:

Con perimetro

Figura 16: Perimetros externos

e “Piso” y “Techo”: Habilitados o deshabilitados. Realiza la impresion de una primer y/o
ltima capa con 100 % de relleno, lo que genera un piso o techo de la pieza totalmente

rellenos con material. En el presente proyecto se mencionaran como “capas externas”.
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3.5.3 Impresion 3D

Realizado con la impresora 3D Codex 2020. El archivo .gcode contiene las instrucciones de
impresion, lo que incluye el seccionado de la pieza capa por capa y la trayectoria del pico. La
informacidn es trasladada mediante un dispositivo de almacenamiento de memoria a la
impresora 3D para su lectura. Una vez dadas las condiciones se procede a imprimir la pieza. Al
finalizar laimpresidn, se espera hasta que la base de impresion retome la temperatura ambiente

y se retira la pieza. En la Figura 17 se presenta la probeta impresa.

Figura 17: Probeta fabricada con la impresora 3D Codex 2020.

3.6 Analisis morfoldgico

3.6.1 Fidelidad y reproducibilidad de impresidn

La resolucién de las impresiones depende de diversos factores: el disefio, la temperatura de
impresién, el pico utilizado, la altura de capa, velocidad, condicidn ambiental, incluso la
calibracién de la impresora: dos impresoras de misma marca y modelo pueden presentar
resultados muy diferentes. Excede al objetivo de este trabajo hacer un andlisis en profundidad
de la totalidad de estos parametros, pero se plantea con este estudio una idea del potencial

productivo, la tolerancia y la versatilidad que permite esta técnica de fabricacion.

Las dimensiones de piezas simples de PHBV impresas se midieron con un calibre Somet de acero
inoxidable para comprobar tanto la fidelidad como la reproducibilidad de impresidn.
Se entiende por buena fidelidad que la pieza impresa coincida en forma y tamafio con el modelo
del objeto 3D. Mientras que se califica como buena reproducibilidad si existe similitud en las

dimensiones de piezas fabricadas a partir de un mismo modelo 3D.

Se valorizé la fidelidad indicando el promedio de la variacion absoluta de las dimensiones de 5
ejemplares respecto al disefio original. Se valorizd la reproducibilidad indicando los resultados

porcentuales del desvio estandar entre los ejemplares respecto al disefio original.

Para el analisis se aprovecharon algunas de las piezas fabricadas para ensayos mecanicos de
impacto, fractura cuasi-estdtica y flexion, dado que son piezas de tamafios y morfologias
diferentes, y todas fueron impresas con los mismos parametros de impresion. Se usaron 5

muestras de cada tipo y todas fueron impresas en la misma posicién de la base de impresidn. La
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Figura 18 y la Figura 19 ilustran las mediciones de las dimensiones de una probeta para ensayos

de fractura.

Figura 18: Probeta medida con calibre

Figura 19: Probeta medida con calibre

3.6.2 Analisis de imagenes

Se analizaron imagenes de microscopia dptica y electrdnica con el fin de determinar el tamafio

de poro formado y el ancho de linea impreso segun los siguientes pardmetros de impresion:

e Didmetro de pico.
e Porcentaje de relleno.

e Altura de capa.

A continuacidén, se presenta la Figura 20 que servird de modelo para comprender el estudio

realizado.
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Vista
Superior

> B
Transversal

Figura 20: Esquema de la vista superior y vista de corte transversal de un andamio impreso

Se definen como canales verticales a los espacios internos formados entre las lineas de material
gue se observan desde la vista superior. Se definen como canales horizontales a los espacios

internos formados entre las capas de material vistos desde un corte transversal.

Ademas, es necesario explicar la importancia de la “altura de capa”. Este es un parametro que
define cuanto se aleja en el eje Z la mesa de impresion del pico de impresidon en cada cambio de
capa. Dicho pardmetro depende, en primera medida, del didametro del pico de extrusion, y puede
ser definido automaticamente por el sistema o puede ser modificado a criterio del usuario. Estas
modificaciones definiran tanto la calidad de la superficie externa del objeto impreso como el

espacio vacio que queda entre cada capa.
Se explica la necesidad de modificar este pardmetro con un ejemplo numérico:

Caso A: Si uno utiliza un pico de impresién de 0,6 mm de diametro y define la altura de capa en
0,8 mm, dejara 0,2 mm de margen de aire entre cada capa, por lo que las capas no lograran

adherirse entre si.

Caso B: Si con el mismo pico (0,6 mm) se elige una altura de capa de 0,1 mm, el material estara
tan encimado en el eje z que probablemente se termine aglomerando en la misma capa,
teniendo en cuenta que el pico se encuentra a temperaturas muy altas y continuara derritiendo

el material impreso en capas inferiores.

Caso C: La altura ideal entre capas consecutivas depende de cada caso y se suele ajustar de
manera experimental. Lo que se recomienda desde el manual del Slic3r es definir este pardametro
un poco menor al didametro del pico, de modo que el filamento no quede “colgando en el aire”
y que tampoco se aglomere con lo previamente impreso. De esta manera se logra una eficiente
adhesién entre capas. Para el ejemplo mencionado, con un didmetro de pico de 0,6 mm, se

puede suponer que una altura de 0,5 mm daria buenos resultados [47].
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En la Figura 21 se observa la representacién grafica de los tres casos mencionados.

Figura 21: Altura de capa y adherencia entre capas.

3.6.2.1 Canales Verticales

Primero, se imprimieron piezas rectangulares de 1 cm x 3 cm y cuatro capas de espesor. Las
piezas fueron impresas con picos de acero inoxidable de 0,2 mm, 0,5 mm y 0,6 mm de didmetro
y con porcentajes de relleno de 40 %, 50 % y 60 %. Luego, se obtuvieron imagenes de la vista

superior de estas piezas.

La adquisicion y digitalizacion de las imdgenes se realizaron con una lupa digital MIYOSHI,
presentada en la Figura 22. Se utilizaron 2 muestras por cada tipo de pieza a analizar y 20 canales
por muestra analizada, obteniendo el valor promediado de 40 canales por tipo de pieza. El
mismo criterio se usé para la medicién del ancho de linea promedio de material impreso,
utilizando 10 lineas de material por muestra, de modo tal que se obtengan 20 lineas por tipo de

pieza.

Figura 22: Lupa digital Mishoyi

Las imdagenes adquiridas en formato .jpeg se procesaron con el programa Imagel. El

procesamiento constd en binarizar y filtrar las imagenes de modo tal que se pueda cuantificar
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el area de los canales internos generados por la trama impresa. Se describe el paso a paso del

proceso:

A N

8.
9.

Conversién a imagen en 8 bits.

Disposicidon de escala en milimetros segun pixeles, a partir de un patrén de longitud.
Ajuste de brillo y contraste.

Binarizacidn (se pasa de escala de grises a imagen en blanco y negro).

Filtrado con herramientas del sistema segun la necesidad: erosion, dilatacion, cierre y
llenado de agujeros. Esto se detalla mas adelante en la seccién 3.10.2.

Conteo y mediciéon automatica de canales (color negro) con la funcién “Analizar
particulas”.

Obtencién de area promedio y desvio estandar en Excel.

Medicién del ancho de las lineas impresas en el eje vertical y horizontal

Obtenciéon de ancho promedio y desvio estdndar en Excel.

Aclaracion: Por cuestién de costos, se utilizé principalmente filamento de PHBV dado que el

objeto de este estudio es realizar una caracterizacion meramente morfolégica, y se vio que la

presencia de BG no afecta significativamente los resultados de estos pardmetros.

3.6.2.2 Canales Horizontales

Para establecer cémo afectan el didmetro del pico utilizado y la altura de capa definida en las

impresiones a los canales horizontales de los andamios se analizaron imagenes de cortes

transversales obtenidas por microscopia electrénica de barrido.

El valor de altura de capa configurado fue de un 75 % a 80 % del didmetro de pico.

El proceso fue el siguiente:

N o v &~ W

Corte transversal de las piezas sumergidas en nitrégeno liquido para fragilizarlas y evitar
que se deformen al ejercer presidon con una trincheta. Asi se preservan la altura de capa
y el ancho de linea impreso.

Obtenciéon de imagenes de microscopia electrdnica de barrido (Philips XL30 TMP New
Look del Museo de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia).

Visualizacién de imagenes con Imagel.

Conversién a imagen en 8 bits.

Disposicion de escala en mm segun pixeles.

Ajuste de brillo y contraste.

Binarizacién (imagen en blanco y negro).
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8. Filtrado con herramientas del sistema segln la necesidad: erosidn, dilatacion, cierre y
llenado de agujeros.
9. Medicion de distancias entre punto medio de una capa respecto a su capa anterior y

posterior.

3.7 Tratamiento superficial con BG

Se trataron andamios fabricados con filamento de PHBV y PHBV+BG(4%).
Tratamiento del andamio

1. El andamio fabricado se sumerge 7 minutos en cloroformo para ablandar levemente la
superficie.

2. Luego, se sumerge el andamio en una solucién de 0,055 g de BG cada 500 ml de
cloroformo y se lo deja 2 minutos dentro de un sonicador para lograr la adhesién
superficial del BG.

3. Se retira el andamio de dicha solucién y rapidamente se coloca en estufa a 170 °C
durante 5 minutos, para evaporar el cloroformo y ablandar aun mas la superficie
polimérica, de modo tal que el BG se ancle al andamio.

4. Finalmente, la pieza permanece un dia en un desecador a temperatura ambiente para

eliminar cualquier remanente de cloroformo.

Tras finalizar el tratamiento, se obtienen imagenes de microscopia 6ptica y microscopia

electrdnica de barrido.

3.8 Propiedades Mecanicas

El objetivo de este analisis es comprender el comportamiento mecanico de los andamios y cémo
afectan los distintos modos de impresidn al resultado final. Por este motivo, los resultados seran
mostrados en base a los parametros de impresion considerados mas relevantes, derivados de la
propia experimentacién con el material y de realizar una revision bibliografica del impacto que
los mismos tienen en el comportamiento final de las piezas [48], [49]. En todos los casos, se

aclaran las dimensiones nominales seglin norma de las piezas utilizadas.

La normativa para ensayar andamios adaptados al paciente, desarrollados a partir de impresoras
3D por deposicion de material fundido, es imprecisa o insuficiente. Por lo tanto y al igual que

otros autores, se utilizaron normas que suelen aplicarse en caracterizacion de polimeros
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procesados con otras tecnologias [50]. Dichas normas, al haber sido ideadas con otro propdsito,
no contemplan la fabricacion de piezas con orificios, o “canales”. Por este motivo, se realizaron
ensayos con distintas probetas, intentando abarcar todas las opciones posibles: tanto las que
solicitan las normas para la caracterizacidon de los materiales, como las necesarias para poder

caracterizar nuestros andamios en condiciones semejantes a las de su aplicacion real.

En todos los casos, y al igual que otros autores, el cdlculo de la tensidn ejercida en las probetas
ha sido realizado en base al drea transversal nominal. Esto es, que se considera al area como un
todo, sin importar espacios huecos dados por la naturaleza de su disefio [51], [52]. En este
trabajo no se calcula el valor de area efectiva, esto forma parte de una discusidn que requiere
un desarrollo muy profundo tanto en la anisotropia de las piezas impresas como en la técnica
para la determinacién del area real. Excede los objetivos del proyecto final, pero se entiende

gue es una discusién actual en la comunidad cientifica.

Una parte de los ensayos se realizaron junto a profesionales del Grupo de Investigacion en
Biomateriales, Biomecanica e Ingenieria de Tejidos (BBT) de la Universidad Politécnica de
Catalunya (UPC), dentro del marco de las becas de movilidad internacional, becas “PIME”, que
ofrece la UNSAM. Otra parte de los ensayos se realizé en colaboracidn con el Dr. Ezequiel Pérez,

en el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI).

3.8.1 Ensayos de Traccidn

Este tipo de ensayo sirve para observar el comportamiento del material cuando es sometido a
una traccidn: una maquina de ensayos estira una probeta “dogbone” (trad. Hueso de perro) o
una porcion de filamento a una velocidad fija (mm/min), mientras la celda de carga registra la
fuerza ejercida y con esto se obtiene una curva de esfuerzo mecdnico de traccidén vs

deformacién, donde:

Esfuerzo mecénico de traccién: oc=F/A [MPa]

donde F es la fuerza que ejerce la maquina de ensayos y
A = 10,2 mm? es el area transversal nominal de la

probeta “dogbone”.

Deformacién: (%) = ?X 100 [Adimensional]
0

donde Al es el desplazamiento del cabezal de la maquina
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de ensayos y lp= 25,4 mm es la longitud inicial de Ia

probeta “dogbone”.
Se obtienen valores de médulo tensil, E (GPa), deformacién a la rotura, € (%), y la tensién
maxima Omax (MPa).

En la Figura 23 se observa en A, la probeta tipo “dogbone”, en B, la probeta siendo sometida al
proceso de traccidon y en C, la probeta fracturada una vez terminado el proceso de traccidn. En
la Figura 24 se observa la curva de tensidon vs deformacidn asociada al proceso de traccidn. En

ella se observa cdmo se obtienen los valores que nos permiten caracterizar al material.

Ay D 638
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Figura 23: Probeta TIPO V segun norma ASTM D638-02. Dimensiones: W =3,18 mm | L = 9,53 mm | WO = 9,53 mm
| LO=63,5mm [ G=7,62mm | D=254mm [R=12,7 mm
Curva tipica de traccion

20 Pendiente: Tension Maxima
Madulo Tensil

Deformacion

10 alarotura

Tensién (MPa)

0 1 2
Deformacion (%)

Figura 24: Curva tipica de ensayo de traccion.
La pendiente inicial representa el mddulo tensil. Se registra también la tension mdxima y el punto donde la pieza se
fractura.

Para el andlisis de traccidn se utilizdé la norma ASTM D638-02 [53]. Se ensayaron el filamento

obtenido por extrusién y probetas “dogbone” en una maquina de ensayos Bionix MTS 858.

41



Ademas, se ensayaron probetas sin perimetros externos, ni tapa ni base, situacion que se

asemeja a la aplicacion buscada.

Se realizaron 5 ensayos por tipo de muestra con una celda de carga de 500 N a una velocidad de

1 mm/min a temperatura ambiente.

3.8.2 Ensayos de Compresién

En este tipo de ensayo se comprime una probeta cilindrica a una velocidad fija (mm/min) y se

registra el esfuerzo mecdnico de compresidn en funcidn de la deformacion, donde:

Esfuerzo mecanico de compresién: o, = F/A  [MPa]
donde F es la fuerza que registra la celda de carga y
A = 63,5 mm? es el area transversal nominal de la

probeta cilindrica.

Deformacién: e (%) = ?X 100 [Adimensional]
0

donde Al es el desplazamiento de la maquina durante el
ensayo, y lo= 19 mm, es la altura inicial de la probeta
cilindrica. El diametro de las probetas usadas es de 9

mm.

Se obtienen valores de médulo en compresién, E (GPa) y el limite de proporcionalidad elastica

en compresién, Og (MPa).

En la Figura 25 se observa la pieza al comienzo (A) y al final (B) del proceso de compresién; se
destaca la deformada plastica que “abarrila” la muestra. En la Figura 26 se observa la curva de
tensién vs deformacidn asociada al proceso de compresién. En ella se indica cémo se obtienen

los valores que nos permiten caracterizar al material.
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Curva tipica de compresion

& 100
s Pendiente:
- Modulo elastico
8 75 en compresion
=
N
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g 50
o Separacion de la pendiente
N 35 inicial respecto a la curva:
g Limite proporcionalidad elastica
- en compresion
w
0

0 10 20 30

Deformacion (%)

Figura 25: Esquema de una probeta para Figura 26: Curva tipica del ensayo de compresion. Se observan
ensayo de compresion uniaxial: A estado inicial los valores obtenidos en linea negra continua. La pendiente
y B estado final, probeta “abarrilada”. inicial representada por la linea punteada es el mddulo en
compresion. El punto en el cual se separan la pendiente inicial
de la curva real se considera el limite de la proporcionalidad

eldstica.

Para el andlisis de compresion se utilizd la norma ASTM D695-02 [54]. Se evaluaron piezas

cilindricas en una maquina de ensayos Bionix MTS 858.

Se realizaron 5 ensayos por tipo de muestra con una celda de carga de 25 kN a una velocidad de

1 mm/min a temperatura ambiente.

3.8.3 Ensayos de Flexion

Este tipo de ensayo sirve para caracterizar el comportamiento del material cuando se somete la
pieza a una flexidon en 3 puntos, que se ilustra en la Figura 27. La muestra es un paralelepipedo
de 6 mm de ancho, 3 mm de espesor y 60 mm de largo, que se dispone con su longitud mayor
horizontal sobre dos apoyos distanciados en 20 mm (dos de los tres puntos). El tercer punto se
ubica en el centro de la cara superior de la probeta, donde la maquina de ensayos ejerce una

fuerza hacia abajo a una velocidad constante (1 mm/min).

El esfuerzo y la deformacién en un ensayo de flexién en tres puntos se calculan del siguiente

modo:

3PL

of = >bdZ [MPa]

Esfuerzo mecanico en flexion:

donde P es la carga medida en Newton, L=20mm es la
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distancia entre los puntos de apoyo, b es el ancho de la

probetay d es el espesor de la probeta.

6Dd
LZ

Deformacién en flexién: &g = [Adimensional]

donde D es la maxima deflexion en el centro de la
probeta (desplazamiento del cabezal de la maquina de

ensayos).

Se obtienen valores de mddulo en flexion, Ef (GPa), deformacién a la rotura, & (%) y tensién

maxima en flexién, Omax (MPa).

En la Figura 27 se esquematiza la deformacidon del material en el ensayo de flexion.

A

Largo =60 mm | Ancho=6 mm | Espesor=3 mm

Figura 27: Probeta siendo sometida a ensayo de flexion y dimensiones nominales.

Para el ensayo de flexidon en 3 puntos se utilizé la norma ASTM D790-03 y una maquina de

ensayos Tinius Olsen h50kt.

Se ensayaron 5 probetas de seccién rectangular con 50 % de relleno por disefio con una celda

de carga de 500 N, a una velocidad de 1 mm/min y a temperatura ambiente.

3.8.4 Ensayos de impacto

Este tipo de ensayo sirve para observar el comportamiento del material cuando el martillo de
un péndulo impacta en la muesca de una probeta “IZOD”, como la que se muestra en la Figura

28.
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U
. . . res — 2
R | fico: R; = m
esistencia al impacto especifico impE deL [J/ ]
donde U es la energia absorbida, d = 3,5 mm es el
espesor de la probeta de medicién y L = 10,5 mm es el

ancho de la probeta de medicidn.

En la Figura 28 se indican las dimensiones relevantes de las probetas IZOD. En la Figura 29 se
representan diferentes momentos del ensayo: A, previo al impacto del péndulo; B, cuando el
péndulo impacta y comienza el proceso de propagacion de la fisura a partir de la entalla; C:
fractura completa al final del ensayo.

{ly o 256 - 02"

1° 1
225 i?

\ I
DIRECTION OF
IMPACT END (,\— D w <
COMPRESSION
MOLDING
e i
» c

WIDTH OF SPECIMEN

C=63,5mm | E=12,7 mm | WIDTH = 3,5mm

Figura 28: Dimensiones nominales relevantes de las probetas “IZOD”. Imagen extraida de la norma ASTM D256-02

Figura 29: Esquema de diferentes momentos del ensayo de impacto.

Para el analisis de impacto se utilizdé la norma ASTM D256-02 [53].

Se realizaron 6 ensayos con probetas “IZOD” con 50 % de relleno.
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3.8.5 Ensayos de fractura

Este tipo de ensayo sirve para determinar el comportamiento del material ante la concentracion
de tensiones que se produce en una pieza rectangular con dos entallas agudas alineadas,

sometida a traccion.

Se calcula el factor critico de intensidad de tensiones, Kic, que caracteriza la resistencia al inicio
de la propagacién de fisuras y el trabajo de fractura, Wy, asociado a la energia consumida en

generar el plano de fractura.

MPa
Factor critico de intensidad de tensiones: K;. [ y— ]
vm

m?2

k]
Tenacidad a la fractura: Wr [

La Figura 30 muestra el esquema representativo de las piezas utilizadas.

Espesor‘/]

e K P

5 Y|

Figura 30: Probeta de Fractura. Largo =50 mm | Ancho =20 mm | Espesor = 2,1 mm | Ancho - Entalla = 10 mm.

Para el analisis de fractura se utilizé6 como guia el trabajo citado en bibliografia [55]. En la zona
de menor seccion transversal se realiza una entalla (corte con bisturi) por cada lado para
direccionar la linea de propagacidn de la fractura. Las dimensiones son 50 mm de largo, 20 mm
de ancho, 2,1 mm de espesor. Luego de las entallas se vuelve a calcular el ancho real segun el

corte realizado.
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Se realizaron 5 ensayos con probetas de 50 % de relleno por disefio, a una velocidad de

1 mm/min a temperatura ambiente.

3.9 Actividad en medio biolégico simulado

Una primera aproximacion para calificar la capacidad de un biomaterial para formar lazos de
unién con el hueso puede hacerse in vitro, verificando la capacidad de formar una capa de
hidroxiapatita en su superficie en un medio biolégico simulado. En este medio simulado la
temperatura, el pH y las concentraciones idnicas son casi idénticas a las presentes en el plasma

sanguineo humano [56].

En el presente proyecto se realizé un estudio de actividad en un medio simulado de fluido

humano (en inglés, Simulated Body Fluid, SBF).
Procedimiento:

1. Preparacion del SBF segun protocolo presentado por Kokubo & Takadama [56].
2. Elaboracién de muestras impresas:

- de PHBV

- de PHBV+BG(4%)

3. Se utilizaron piezas impresas de seccién cuadrada de 7 mm x 7 mm y 0,5 mm de espesor.

4. Se sumergieron las muestras en la solucidn con una relacién de volumen de 10 a 1.

5. Las muestras se mantuvieron a 36,5 °C con un equipo de bafio térmico controlado
XMTD-204 marca Arcano.

6. Al cabo de 1, 3, 7, 15 y 30 dias se lavaron y secaron las muestras para obtencion de
imagenes y pesaje, con el fin de verificar la formacién de una capa de hidroxiapatita en

su superficie.

3.10 Protocolo programa .DICOM a .STL

3.10.1 Programas utilizados

Se estudid el proceso para obtener archivos en formato .STL a través de imagenes médicas
.DICOM de manera segura. En primera instancia, se realizé un relevamiento del trabajo de otros

autores para definir el proceso.
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En segunda instancia, se evaluaron diferentes programas computacionales para trabajar con las
imagenes tomograficas .DICOM: Slicer 3D, DeVide, Mango, Amira y Dornheim, siendo los
primeros 3 programas de uso gratuito. Los mencionados programas cuentan con herramientas
gue permiten clasificar, seccionar y procesar las imagenes tomograficas para obtener un objeto

digital tridimensional basado en la anatomia del paciente.

El programa elegido para el protocolo fue el 3D Slicer, dada su oferta de herramientas graficas,
facilidad de uso, acceso gratuito y de cddigo abierto. Una vez definido, el objeto puede ser
almacenado en diferentes formatos. Se utilizé el formato .stl y, mediante el software MeshMixer

se puede optimizar la superficie tridimesional disefiada para facilitar la impresion.

Finalmente, los objetos tridimensionales procesados y optimizados se importan en el Slic3r para
generar un .gcode con el que se controlara la impresora. En la seccién Resultados se mostraran

imagenes de las distintas etapas del proceso.

3.10.2Procedimiento

Se presenta el diagrama de flujo de procesos para la generacién de archivos .STL a partir de

imagenes tomograficas .DICOM.

Las imagenes .DICOM deben superar una resolucién espacial minima de 0,2 mm, dado que es el
tamanfio del pico de menor diametro que posee el Lab3Bio para imprimir en la impresora Codex

2020.

En cuanto al procesamiento de la imagen, los programas nos ofrecen diferentes herramientas e
interfaces para procesar los archivos. Los pasos siguientes pueden llegar a variar en el orden

segln el programa a utilizar o la preferencia del usuario. Se describe el camino elegido:

1. Importacion de la imagen .DICOM en el programa a utilizar

2. Seleccion de la region de interés (en inglés, Region of Interest, ROI): Aisla el drea de
trabajo dentro de la imagen, de la estructura que se pretende emular por impresion 3D.

3. Generacion de la representacion en 3D: También llamado renderizado. Con la aplicacidn
de esta herramienta, el conjunto de imdagenes confluye en una previsualizaciéon del
modelo en 3 dimensiones.

4. Filtrado del tejido dseo por el método “umbral”: Recordando que los tejidos son
representados por una escala de grises segun la intensidad de absorcion de los rayos X,

puede hacerse un filtrado colocando un umbral inferior y superior de dicha escala. Lo
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que da como resultado el aislamiento del tejido 6seo del resto de los tejidos
circundantes.

Utilizacion de herramientas de segmentacion: Es en esta parte donde los programas
presentan mayores diferencias. Sus interfaces facilitan al usuario diversas herramientas
para segmentar el volumen que se desea imprimir. Usando cualquiera de las
herramientas que se describen a continuacién, se genera una region segmentada y el
resto de la imagen queda deseleccionada, por lo tanto, no es tenida en cuenta en la
representacion final. Se mencionan las mas utiles:

a. Segmentacion Manual: Consta de un método manual a través de una
herramienta pincel de tamafio variable para seleccionar en pantalla superficies
a incluir o dejar fuera de la representacién final del objeto 3D.

b. Deteccion de bordes: Es una herramienta que permite ubicar las zonas donde
ocurren cambios drasticos en la escala de grises entre pixeles contiguos, de
modo tal que se puedan seccionar los diferentes tejidos.

c. Efecto crecimiento de region: Se colocan puntos en zonas estratégicas llamados
“puntos semilla” de modo que, al aplicarse el efecto, se incorporan pixeles
vecinos teniendo en cuenta un criterio determinado (para el caso, su valor en la
escala de grises). El resultado es una region que tiene todos los pixeles
conectados, sin pixeles aislados y en donde todos ellos cumplen un determinado
criterio [57].

d. Cierre y apertura (gracias a la conjuncion de dos técnicas llamadas dilatacion y
erosion): Son técnicas ampliamente utilizadas en procesamiento de imagenes.
La dilatacion expande la seleccidn de pixeles. La erosion contrae la seleccién de
pixeles.

El cierre sirve para afiadir superficies pequefias que no han sido seleccionadas
previamente por los otros métodos, un modo simple de entender esto es verlo
como si se rellenaran “huecos”. Este efecto se logra aplicando la técnica de
dilatacion, seguida del uso de la técnica de erosion. La apertura recorre el
camino inverso, dado que primero se aplica la técnica de erosidn, para separar
las regiones deseadas de regiones que no se necesitan, seguida de la técnica de
dilatacion, para evitar perder informacidn en el resto de la region seleccionada.
Creacion del modelo 3D: Una vez segmentada la superficie, se representa el modelo 3D
final. Esto lo realiza una herramienta automadtica que tienen los programas para generar
una superficie en 3 dimensiones del tejido seleccionado. Segun el programa utilizado,

se puede almacenar en formato .STL o en otros.
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7. Procesamiento de la superficie: A pesar de todas las segmentaciones y herramientas
utilizadas, lo mas comun es que sea necesario utilizar otro programa que trabaje con la
superficie generada para mejorar el modelo 3D. Hay muchos programas que cuentan
con herramientas automaticas para corregir errores del modelo. Es posible suavizar la
superficie para facilitar la impresién, rellenar agujeros que hayan quedado remanentes
tras el procesamiento, y generar material de soporte para facilitar laimpresion. Lo Unico
que debe tenerse en cuenta es que estos arreglos no deben desfigurar el modelo
anatomico original o afectar la funcionalidad esperada. Finalmente se debe almacenar

el archivo como formato .STL para permitir la impresion.

La accidn final consta de seleccionar los parametros de impresién, que variardn segun la
aplicacion buscada. Todo es manipulable y hay incontables modos de imprimir un mismo objeto.
En cualquier caso, todo debe quedar registrado digitalmente en un sistema de registros. Los
archivos .DICOM, .STL, .AMF, .gcode y todos aquellos archivos que formen parte del proceso de

control de fabricacion.
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4. Resultados

En esta seccidn se presentan los resultados de todas las caracterizaciones y todos los procesos
realizados en el proyecto. Se destaca el logro de fabricar el filamento con los materiales
propuestosy con la calidad adecuada para su utilizaciéon en una impresora 3D que elabore piezas
por adicion de material fundido. Ademas, se demuestra la capacidad de imprimir estructuras
adaptables al paciente, con porosidades variables y propiedades mecanicas similares al hueso
esponjoso. Finalmente se demostré que los materiales utilizados, en condiciones in vitro, dan

lugar a formacién de hidroxiapatita en su superficie.

4.1 Tratamiento superficial del BG

Realizado el proceso quimico detallado en la seccién 2.8, se observd un leve efecto de
silanizacion (determinado por técnicas de espectroscopia infrarroja, FTIR, que no se detallan en
esta tesis), acompafiado por la formacidon de microcristales de NaCl (cuya composicién fue

determinada por difraccién de rayos x, DRX). En la Figura 31 se pueden distinguir los cristales de

NaCl coloreados en verde.

Figura 31: Imagen de SEM de BG sin tratar (A) y tratado con CTMS(B). Se observa formacion de cristales de NaCl

(color verde) tras el tratamiento de BG con CTMS.

4.2 Filamentos

Se extrudaron filamentos de dos materiales: uno de PHBV —Figura 32— y otro de PHBV+BG(4%)

—Figura 33. Ambos tienen seccién transversal de 1,7 + 0,2 mm de diametro.
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Figura 33: Filamento de PHBV+BG(4%)

Ambos son de color blanquecino, presentan flexibilidad al ser manipulados y se emplearon

posteriormente para elaborar piezas en la impresora 3D.

La Figura 34 presenta un rollo de PHBV+BG(4%) e imagenes SEM de un corte transversal del
filamento a distintos aumentos, donde se puede ver cdmo se integran los cristales de BG al

PHBV.

Figura 34: Rollo de filamento de PHBV (A), imdgenes SEM de cortes transversales de filamentos de PHBV (B),

PHBV+BG(4%) y ampliacion en una particula de BG (Cy D, respectivamente)

Como parte de la investigacidn, también se fabricé filamento de PHBV con BG sin tratar con
CTMS. El resultado fue un filamento muy fragil, siendo imposible su utilizaciéon en la impresora
Codex 2020. El motivo por el cual disminuye la fragilidad del filamento que contiene BG tratado

con CTMS se encuentra alin en investigacion. En primera medida, se podria asociar a una mejora
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en la interaccidon entre polimero y biovidrio, pero se observd que el efecto de silanizacion
buscado fue pobre. De este modo, los microcristales de NaCl generados en la reaccion podrian
ocupar un rol importante en la mejora de las propiedades mecanicas del compuesto

PHBV+BG(4%).

4.3 Pesaje

Una vez pesados los retazos de filamento, se extrapolaron los valores para cuantificar la cantidad
de metros de rollo de filamento que se obtienen con 100 g de material. La Tabla 2 resume dichos

resultados.

Tabla 2 Cantidad de material necesario por tipo de filamento.

Con 100 g se
Material g/m
obtienen
PHBV 3 33m
PHBV+BG (4%) 3 33m
ABS 2,5 40 m

Se observa que el resultado es el mismo para el PHBV y PHBV+BG(4%). El resultado obtenido del
ABS se utiliza para tener un punto de comparacidn respecto a un filamento ampliamente

utilizado.

Para imprimir una pieza de PHBV o PHBV+BG(4%) de 1 cm?® con 50 % de relleno, se emplean
aproximadamente 0,8 gramos de material, lo que representaria unos 30 cm de filamento. La

Figura 35 resume este resultado.

Figura 35 Cantidad de PHBV necesario para imprimir una pieza de 1 cm?
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4.4 Andlisis Calorimétrico

4.4.1 Termogravimetria

Se presenta el resultado del analisis termogravimétrico del PHBV en la Figura 36.
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Figura 36: Termograma de PHBV

Se observa una descomposicion inicial del 5 % al llegar a 232 °C £ 5 °C (Ts%). La descomposicidn

térmica total se produce a los 287 °C+ 5 °C.
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4.4.2 DSC

La Figura 37 y la Figura 38 se presentan los resultados obtenidos tras los ensayos de calorimetria

diferencial de barrido para PHBV y PHBV+BG(4%), respectivamente. Los principales resultados

se resumen en la Tabla 3.
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Figura 37: Curvas de calentamiento y posterior enfriamiento de PHBV, para filamentos e impresos.
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Figura 38: Curvas de calentamiento y posterior enfriamiento de PHBV+BG(4%), para filamentos e impresos.

Tabla 3: Pardmetros térmicos de PHBV y PHBV+BG(4%) segun la etapa del proceso de fabricacion.

PHBV+BG PHBV+BG
PHBV PHBV PHBV 0
(4%) (4%)
Polvo Filamento Impreso
Filamento* Impreso*
T. Fusion (°C) 172 179,5 175 171y 182 170y 182
T. Cristalizacion
91 104 95 94 101
(°C)
. .. Hay que repetir
Cristalinidad (%) 62 42 58 51
la medicidn

* Se detectaron dos picos de fusion. Para las temperaturas de fusion y cristalizacion, en todos los casos se considera

un error de + 2 °C. Para la cristalinidad, en todos los casos se considera un error de + 5 %. .
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Lo primero que se observa en la tabla es el rango de temperaturas de fusién de los materiales
analizados, que oscila entre los 172 °Cy 182 °C. Si se comparan los resultados del DSC con los
del TGA, se puede garantizar que el proceso de extrusion y posterior impresion 3D no alcanza a
degradar al polimero. En primer lugar, el punto de fusién del material es lo suficientemente
inferior al punto de degradacién. En segundo lugar, dada la velocidad a la que el filamento

transita por la boquilla de extrusidn, el tiempo de calentamiento es breve.

En cuanto a la temperatura de cristalizacién, los valores que van de los 91 °C a los 104 °C.
Respecto a la cristalinidad del PHBV, se observd que ésta se modifica segun los distintos
tratamientos, con una leve tendencia a la reduccion al hacer el filamento, que luego se revierte

con el nuevo tratamiento térmico durante la impresion.

Con el agregado de BG tratado con CTMS, puede observarse un doble pico de fusidn. En el
ensayo realizado tras el proceso de impresién con este material, dada la forma de la curva y el
resultado atipico, podria haber habido un error en el ensayo. Queda pendiente repetir el estudio

para desestimar errores y analizar los nuevos datos.

4.5 Piezas Impresas

A continuacidn, se presentan imagenes de las piezas impresas.

La Figura 39 muestra una pieza impresa para el analisis morfoldgico.

Figura 39 Pieza impresa para andlisis morfoldgico

La Figura 40 muestra dos cilindros impresos para los ensayos de compresion.

Figura 40: Cilindros de PHBV
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La Figura 41 muestra una pieza impresa para ensayos de traccion.

Figura 41: Probeta de traccion de PHBV

En la Figura 42 se observa una pieza impresa con pico de bronce. Se puede distinguir un color
diferente en la parte superior de la imagen. Esto es un residuo que puede aparecer al imprimir

PHBYV con pico de bronce.

Figura 42: Pieza cilindrica impresa con pico de bronce

En la Figura 43 se observa una pieza impresa con PHBV+BG(4%).

Figura 43: Pieza de dos capas impresa con PHBV+BG(4%)

58



4.6 Andlisis Morfoldgico

A continuacion, se presentan los resultados del analisis morfolégico de los andamios fabricados.

4.6.1 Fidelidad de impresién

La Tabla 4 resume los resultados de la medicidn de diferentes disefios fabricados con PHBV en
la impresora 3D. La diferencia es del valor absoluto promedio de 5 piezas respecto del disefo
digital, y el desvio entre piezas brinda informacién acerca de la reproducibilidad del método de

fabricacion.

Tabla 4: Fidelidad de impresion

Desvio entre
Valor por Diferencia )
Pieza Dimension piezas
Disefio (mm) (mm)
(%)

ancho 20,00 0,07 0,5%

Fractura
largo 50,00 0,19 1,1%
espesor 2,10 0,08 3,3%
ancho 12,70 0,17 1,2%

Impacto
largo 63,50 0,05 1,5%
espesor 3,50 0,05 4,0 %
ancho 6,00 0,05 1,5%

Flexion

largo 60,00 0,04 1,5%
espesor 3,00 0,05 1,3%

Diferencia: Promedio de la diferencia absoluta de 5 piezas respecto al disefio original.
Desvio entre piezas: Resultado porcentual del desvio estdndar entre las piezas respecto a la medida original.

En la tabla se observa que tanto las diferencias como los desvios son pequeios. Se puede
distinguir que el espesor representa la dimensidn con mayor variabilidad entre piezas de un

mismo tipo.
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4.6.2 Canales Verticales

A continuacién, en las Figura 44 y 45 se muestran imdgenes representativas de todas las

imagenes obtenidas y procesadas en el estudio realizado.

Figura 44: Imagen original de la trama impresa en Figura 45: Imagen binarizada y filtrada de la trama

PHBV original.

En la Figura 45 se puede observar el procesamiento realizado. La imagen ha sido binarizada y se
observa en color negro los canales formados tras la impresién del andamio y en blanco, la traza
de material. Los canales incompletos ubicados en los bordes de las imagenes han sido
eliminados con herramientas del programa para el correcto cdlculo de las areas en la regién de

interés.
4.6.2.1 Area de los canales verticales

La Figura 46 muestra la relacion entre el drea de los canales y el material utilizado.

Area de canales seglin material
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Figura 46: Area de los canales segtn el material utilizado para la impresion 3D. Para esta prueba se imprimieron
probetas del mismo tipo (pico 0,5 mm; relleno en 50 %), pero con diferente filamento. Uno con PHBV+BG(4%) y otro

de PHBV.
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Lo que se observa es que no hay un cambio significativo tras la utilizacién del filamento de
PHBV+BG(4%). El desvio estandar del estudio es del mismo valor que la diferencia entre las
mediciones promediadas de los canales formados en los distintos materiales (0,04 mm?), lo que

justifica el uso de PHBV para el resto de los andlisis de este tipo.

La Figura 47 presenta la relacion entre el area de los canales y el diametro del pico utilizado en

la impresion.
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Figura 47: Area de los canales creados segun el didmetro de pico utilizado. Para esta prueba se imprimieron

probetas de PHBV con 50 % de relleno y el resto de los pardmetros se mantuvieron iguales en todos los casos.

Se puede observar que el drea de los canales generados tiende a disminuir a medida que el pico
de extrusién aumenta. Esto es esperable: ante similares condiciones de impresidn, si aumenta
la cantidad de material extruido al usar una boquilla de mayor diametro, quedara mas espacio

ocupado por el material y menos espacio vacio.

Por su parte, la Figura 48 ilustra la relacién entre el drea de los canales y el porcentaje de relleno.
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Area de canales segliin % de relleno
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Figura 48: Area de los canales segtin el porcentaje de relleno utilizado. Para esta prueba se imprimieron probetas de

PHBV con un pico de 0,5 mm y el resto de los paradmetros se mantuvieron iguales en todos los casos.

En el grafico presentado se puede observar que disminuye el drea de los canales a medida que
se aumenta el % de relleno. Esto se explica por el aumento en la cantidad de material extruido
para cubrir una misma capa: al aumentar el porcentaje de relleno se imprimen mas lineas por

unidad de area, dejando menos espacios vacios.
4.6.2.2 Ancho de linea impresa

La Figura 49 ilustra la relacidn entre el ancho de linea impresa y el didametro de pico usado para

la impresion.
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Figura 49 Ancho de linea segun pico utilizado. Para esta prueba se imprimieron probetas de PHBV con 50 % de

relleno y el resto de los parametros se mantuvieron iguales en todos los casos.
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Naturalmente se observa un aumento en el ancho del filamento al utilizar picos de mayor
diametro. Asimismo se observa que en el caso del pico de 0,2 mm las lineas impresas fueron
mads anchas que ese didmetro. Por el contrario, para los picos de 0,5 y 0,6 mm se observaron
lineas mas delgadas. Esto se da porque la impresidon depende de muchos otros pardmetros.
Slic3r permite manipular configuraciones avanzadas de impresién que inciden directamente en
el ancho de linea impresa. La altura de capa, la velocidad y la temperatura son los mas

relevantes.

4.6.3 Canales Horizontales

A continuacion, se presentan algunas figuras que manifiestan cualitativamente como afecta el
cambio del pico de la impresora a la altura de capa y la formacidn de los canales horizontales.
Dada la insuficiencia de datos estadisticos y |a falta de homogeneidad observada en las imagenes

SEM, no se pudo realizar un andlisis cuantitativo.

Se observd cémo difiere en los picos de mayor didmetro la altura real de la linea impresa
respecto al valor establecido por disefio. Esto afecta directamente la altura de capa real

observada.

En la Figura 50 se muestra un corte transversal de una pieza fabricada con pico de 0,2 mm.

Figura 50 Imagen transversal obtenida por microscopia electrénica de barrido de un impreso fabricado con pico 0,2

mm.
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La Figura 51 muestra una pieza impresa con pico 0,5 mm.

Figura 51 Imagen transversal obtenida por microscopia electrénica de barrido de un impreso fabricado con pico 0,5

mm.

La Figura 52 muestra una pieza impresa con pico de 0,6 mm. Se observa ademas en esta figura

el uso del proceso de binarizacién de las imagenes para medir la distancia entre capas.

0,5 mm

Figura 52 Imagen transversal de un impreso fabricado con pico 0,6 mm obtenida por microscopia electrénica de

barrido y binarizada a través del software ImageJ

Se observa en las imagenes SEM que la altura entre capas varia segun los pardametros de disefio.
Esto implica una alteracion de los espacios en los cuales se pueden depositar las células del

tejido a regenerar.
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4.7 Tratamiento superficial con BG sobre impresos 3D

En la Figura 53 se muestra la superficie de un andamio tras el recubrimiento con BG.

Figura 53 Imagen SEM de un andamio tratado superficialmente con BG. Se observa al andamio recubierto con
particulas de BG (color blanco). Se incluye una segunda micrografia con mayor aumento para observar el anclaje de

las particulas de BG a la matriz polimérica.

En la figura se observa la presencia del BG a lo largo de toda la superficie de los andamios, incluso
en los canales internos. Ademads, se detectd experimentalmente que el nivel de adhesidn es
dependiente del tiempo de espera entre la impresion y la realizacién del tratamiento. El motivo
por el cudl esto sucede aun esta en investigacion. El empleo de BG tratado con CTMS para este

ensayo sirvié para confirmar la biocompatibilidad del material en sistemas in vitro.

4.8 Ensayos mecanicos

Se presentan a continuacion los resultados de los ensayos mecanicos.

4.8.1 Traccion

4.8.1.1 Traccion de filamentos

En la Figura 54 y la Tabla 5 se presentan las curvas de traccidon y los resultados del

comportamiento mecanico de los filamentos de PHBV y PHBV+BG(4%).
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Curvas de traccidon de filamentos
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Figura 54: Curvas de traccion de filamentos con y sin BG

Tabla 5: Resultados traccion de filamentos

E Or Er
Material
(GPa) (MPa) (%)
PHBV 1,6 +0,4 26+5 2,6+0,4
PHBV + BG4 % 1,3+0,4 19+6 2,0+£0,5

Lo primero que se observa es el comportamiento eldstico del polimero, con poca deformacién
plastica. La rotura se da al llegar al valor de tensién maxima. Ademas, se observa una ligera
tendencia a la disminucion del mddulo tensil y la tension maxima en el filamento de
PHBV+BG(4%), pero hay que tener en cuenta que los valores se encuentran dentro del desvio,
por lo tanto, se puede entender que las propiedades no se ven seriamente modificadas por el

agregado del BG al filamento. En cuanto a la deformacion a la rotura, se observan valores

similares al hueso compacto.
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4.8.1.2 Traccidon de Probetas con diferentes porcentajes de relleno

Se realizé una primera comparacién entre probetas de PHBV impresas con el pico de 0,5 mm,

con perimetros, capas externas (ver seccion 3.5.2.1) y diferentes porcentajes de relleno.

Ademas, se recubrié con BG a 2 probetas de 50 % de relleno, para analizar si esto modifica su

comportamiento mecdnico.

La Figura 55 muestra el comportamiento mecanico de cada tipo de pieza ensayada y en la Tabla

6 se resumen los valores de las propiedades analizadas.
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Figura 55: Ensayo de traccion de probetas de PHBV para diferente porcentaje de relleno y PHBV con BG superficial

(50 % de relleno).
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Tabla 6: Resultados de ensayos de traccion de probetas y comparacion con filamento

E or Er

Material y % Relleno (GPa) (MPa) (%)

PHBV 20 % 0,7+0,1 106%28 2,1+0,6
PHBV 40 % 1,1+0,2 149+33 2,1+04
PHBV 50 % 1,1+0,1 13,3+16 1,905
PHBV 50%+BG superficial 1,1+0,1 150+3,0 3,0+0,1
PHBV 60 % 1,2+0,2 13,3+29 2,106
PHBV 100 % 1,8+0,2 280+3,0 3,0+0,3
Filamento PHBV 1,6+04 260+50 26+04

Cuando se trata de una pieza fabricada al 100 %, se puede presuponer que tendria valores

similares a los del filamento impreso, dado que su seccion transversal equivale al 100 % de

relleno. Se verificaron valores de mdédulo tensil de 1,8 GPa y tensién maxima de 28 MPa, ambos

muy similares a los medidos en los filamentos.

En las probetas de 40 % a 60 % de relleno, si bien se observan valores menores a las probetas

de 100 %, no se observan diferencias significativas entre si. Los médulos reportados son de ~1,1

GPa en todos los casos, incluyendo las probetas con BG superficial.

En el caso del agregado de particulas de BG de manera superficial, la diferencia observada en

probetas de 50 % de relleno fue un leve aumento de la tensién maxima y la deformacion a la

rotura.
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4.8.1.3 Traccidon de probetas sin perimetros ni capas externas

Para este analisis se emplearon muestras de PHBV y PHBV+BG(4%) con un 50 % de relleno,

impresas sin los perimetros ni las capas externas, ver 3.5.2.1. Este ensayo se realizd con el

objetivo de caracterizar piezas que se asemejen a un andamio real.

La Figura 56 y la Tabla 7 presentan las curvas de traccién y los pardmetros mecanicos mas

relevantes, respectivamente, de las piezas con y sin perimetros ni capas externas.
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Figura 56: Curvas de traccion entre probetas impresas con y sin perimetros y capas externas (s/Perim).

Tabla 7 Resultados de probetas con y sin perimetros y capas externas

E Or Er
Tipo de Pieza (GPa) (MPa) (%)

PHBV 50 % 1,1+0,1 13,3+1,6 1,9+0,5
PHBV 50 % sin perimetros ni

0,6+0,1 7,6+1,2 2,1+0,1
capas externas
PHBV+BG(4%) 50 %
sin perimetros ni capas 0,9+0,2 6+1 0,8+0,1
externas
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Las probetas de PHBV presentaron menor mddulo tensil y tension maxima al eliminar
perimetros y capas externas. Las probetas de PHBV+BG(4%) presentaron mddulo tensil

levemente superior a las de PHBV, pero un descenso en la tensién maxima y deformacién a la

rotura.

No se pudo realizar una mayor cantidad de ensayos dada la poca disponibilidad de filamento.

Resulté imposible imprimir probetas de PHBV+BG(4%) con capas exteriores con 100 % de

relleno.

4.8.2 Compresion

Se presenta en la Figura 57 un grafico representativo de los ensayos de compresion realizados
con probetas de PHBV impresas con pico de 0,4 mm de didmetro y relleno de 40 %, 50 % y 60 %.

Las curvas fueron graficadas hasta el 5 % de deformaciéon para el calculo del limite de

proporcionalidad elastica, Oe.
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Figura 57: Ensayo de compresion de probetas de PHBV

70



En el grafico se observa similitud en la pendiente inicial y el momento en el cual se produce la
pérdida de linealidad de los tres tipos de probetas analizadas, siendo la probeta de 40 % la de

menor médulo y tensién maxima.

Luego, se puede observar que se genera una segunda pendiente creciente, dada por el contacto
entre las celdas de apoyo y carga. En esta ultima parte de la curva no se puede obtener

informacidn relevante, ya que se produce la deformacidn de la pieza (abarrilamiento).

A continuacidn, se presenta la Tabla 8 con los resultados del ensayo.

Tabla 8: Resultados de ensayos de compresion. [7],[58]

Ec O¢
% Relleno
(GPa) (MPa)
40 % 0,9+0,1 18 +4
50 % 1,2+0,2 306
60 % 1,310,3 32+6
Hueso Compacto 15-35 100 - 230
Hueso Esponjoso 0,05-0,5 2-12

Se observa en la Tabla 8 que los valores del limite de elasticidad, g., son levemente superiores
a lo observado para hueso esponjoso. Por otro lado, se observa una ligera tendencia al aumento
del mdédulo de elasticidad en compresidn al aumentar el porcentaje de relleno, sin embargo, los
valores son muy similares teniendo en cuenta el desvio. De este modo, se presenta algo similar

a los ensayos en traccidn.

4.8.3 Otros ensayos mecanicos

La Tabla 9 resume la respuesta de probetas de PHBV con 50 % de relleno sometidas a ensayos

de flexion, fractura e impacto.
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Tabla 9: Resultados de los ensayos indicados en la primera columna, para andamio de PHBV con 50% de relleno.

Hueso Hueso
Ensayo Parametro PHBV 50%  esponjoso* cortical*
E¢(GPa) 3,6 0,4 S 3,9-5,5
Flexion ar (MPa) 17,8+2,6 10-20 100 - 280
& (%) 13+2 5-7 1
Impacto Izod | Rimp2 (ki/m?) 3,4+0,5 % 6—24
Kic (MPa . m*?) 0,7+0,3 0,1-0,8 2-12
Fractura
W; (ki/m?) 1,7+0,5 ok ok

*Los valores de referencia del hueso esponjoso y cortical fueron obtenidos de [7],[59]-[61][62].
** No se encontraron resultados en bibliografia

4.9 Actividad en medio fisiolégico simulado

Tras sumergir las muestras por 30 dias en medio bioldgico simulado, se observd la estructura

tipica estilo “coliflor” que forma la hidroxiapatita [63], [64], tal como se observa en la Figura 58.

Figura 58: Formacion de Hidroxiapatita sobre andamios de PHBV+BG(4%) tras 30 dias de inmersion en SBF.
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En la Figura 59, se observa la misma estructura formada en grietas presentes en el andamio tras
el periodo de inmersidn, lo cual confirma la capacidad de formacion de hidroxiapatita en el

interior de la estructura fabricada con el filamento de PHBV+BG(4%).

Figura 59: Formacion de Hidroxiapatita en las grietas formadas en el andamio de la Figura 61.

4.10 Protocolo software .DICOM a .STL

A continuacidn, se presentan capturas de pantalla del procesamiento de imagenes DICOM.

En la Figura 60 se observa una imagen tomografica del torso de una persona en el Slicer 3D.

3D Slicer 4.8.1 - o

PO a z 4Bt~ 8 = kA @

Figura 60: Captura de pantalla de la imagen tomogrdfica del torso de una persona en el Slicer 3D.

En la Figura 61 se observa la seleccidn de la regién de interés; en este caso se trabajé con un

esternon.
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Figura 61: Seleccion de Regidn de Interés y representacion del volumen éseo (esternon).

La Figura 62 muestra la representacion del volumen y el comienzo de la segmentacion. En esta
parte del proceso, la seleccidén del objeto tridimensional es optimizada con las herramientas de

segmentacion descriptas en 3.10.
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Figura 62: Segmentacion primaria de la region de interés

Por su parte, la Figura 63 ilustra el uso de la técnica manual de segmentacion.
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Figura 63: Segmentacion especifica del volumen a representar.

Tras segmentar el objeto, se observa en la Figura 64 como fue limpiada la imagen de aquellos
bordes irregulares y puntos indeseables. Ademads, se muestra un solapamiento realizado con 2

planos de las imdgenes tomograficas, para verificar que la segmentacidon se haya hecho

correctamente.

Figura 64: Esterndn representado y solapamiento con planos de la reconstruccion tomogrdfica.

75



Una vez finalizada la segmentacidn y obtenido el archivo con el objeto tridimensional, fue
almacenado en formato .STL y procesado con el MeshMixer. Con este programa se corrigieron

errores de procesamiento previo, tal como se ilustra en la Figura 65.

Figura 65: Esterndn siendo procesado en MeshMixer

Una vez corregidos los errores, se importé el archivo en el Slic3r, programa donde se realiza la

definicidon de pardmetros y seccionamiento para imprimir la pieza. Se presenta la Figura 66.

§ Add. X Deletedl @ Amange
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Figura 66 Seleccion de pardmetros de impresion con el Slic3r

Una vez finalizado el protocolo, es posible la impresién 3D de los objetos disefiados. En el

presente trabajo se realizaron impresiones de prueba para replicar algunos huesos con PHBV,
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pero dada la dificultad de impresidon con dicho polimero, no pudo lograrse una resolucion

satisfactoria. Por este mismo motivo tampoco se intenté imprimir con PHBV+BG(4%).
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5. Estudio Normativo

Se toma como eje de este estudio a la guia de recomendaciones de la FDA y a una serie de
documentos publicados por ANMAT, elaborados a partir de consideraciones internacionales

para disefiar una futura regulacion sobre productos hechos a medida del paciente [36], [37].

En este capitulo se muestran las exigencias normativas establecidas y en los anexos se presenta

su grado de cumplimiento en los diferentes procesos llevados a cabo a lo largo del proyecto.
Introduccidn

ANMAT define un Sistema de Produccién de Producto Médico (SPPM) como el conjunto de
materias primas, programas, archivos digitales y equipamiento principal de produccion y post
proceso (si aplica) destinado a producir un tipo especifico de producto médico en el punto de
atencién. El SPPM puede ser utilizado por parte de un efector de salud o un centro médico. El
punto de atenciéon puede ser un quiréfano o un sector destinado especificamente a la
produccién de impresos tridimensionales. Ademas, ANMAT recomienda particularmente la
participacién de un tercero para controlar el proceso de fabricacidon. Antes de profundizar en
aspectos técnicos de la fabricacién, se recuerda que todos estos detalles deberan estar
plasmados en la certificacion del producto, y en el sistema de gestién de calidad de la empresa

fabricante, segun su pertinencia.

Las consideraciones mas generales demandan un diagrama de flujo que explique el proceso
productivo en su totalidad. Es de vital importancia identificar claramente cada paso en el
proceso de produccién para guiar los planes de verificacién y aseguramiento de la calidad del
producto final. Cuanto mas descriptos estén los procesos, teniendo en cuenta los pardmetros y

las salidas de estos, mads facil sera identificar errores y asegurar la calidad.

Es necesario el conocimiento de las capacidades y limitaciones del equipamiento y material
utilizados, incluyendo rango de tamafos y geometrias posibles, opciones de configuracién, entre
otros. Se recomienda también el analisis de riesgos de todos los procesos, con sus respectivas

mitigaciones.
Cuestiones Técnicas

Todas las normativas estudiadas recomiendan documentar la resolucién espacial que permite
el proceso productivo y la tolerancia que acepta el producto final para garantizar la calidad del
producto final. Esto serd definido segun cada caso particular, y debe tener en cuenta: el

modelado digital de piezas, la transformacidn y el procesamiento de imagenes .DICOM a objetos
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digitales en 3D, el tipo de impresora utilizada y los materiales que componen a la misma, el nivel
de limpieza y esterilizacion de las herramientas de fabricacidn, la resolucién de las imagenes

obtenidas y de la impresora, el material utilizado, post procesamiento, entre otros.

A la hora de analizar la calidad del producto final hay que tener en cuenta que dos equipos de
manufactura aditiva de igual marca y modelo, probablemente posean cierta variabilidad. Esto
se debe, por un lado, a los cambios que puedan surgir en las partes mecanicas de los equipos,
gue requieren mantenimiento y calibraciones permanentes. Por otro lado, puede haber cambios
tanto en el hardware como en el firmware. Lo importante de este punto es realizar estudios
pertinentes para definir aquellos parametros que tengan mayor impacto en el proceso y/o

producto final.

En la guia de recomendaciones de ANMAT se habla de productos adaptados al paciente. A
diferencia de los productos estandarizados, éstos pueden construirse sobre la base de un
modelo de plantilla de tamafio estandar, que luego se adapta a la anatomia del paciente. Por
otra parte, el procesamiento de imagenes tomograficas y la técnica de manufactura aditiva
permiten también la replicacidon de estructuras anatdmicas complejas, por lo tanto, se puede
hablar de otro tipo de producto llamado a medida, dado que presenta una solucién diferente
para cada paciente, ya sea replicando sus estructuras anatémicas o generando un disefio basado

en ellas.

Cabe destacar que todos los procesos estan sujetos a reconsideraciéon en caso de encontrar

problemas tanto en la evaluacion del dispositivo final como en los procesos productivos.
Adquisicion y procesamiento de Imagenes

Tiene que haber un control y cumplimiento de requerimientos minimos en la adquisicién y el
procesamiento de imagenes, dado que no todas presentan la misma resolucion y los
procesamientos digitales pueden afectar la resolucidn del producto impreso. Cualquier
procesamiento digital que pueda alterar las dimensiones o superficies del producto final debe
ser controlado, la utilizacién de puntos anatémicos especificos como referencia espacial debe
poder verificarse. Hay casos en los que el tiempo entre la adquisicidn de la imagen y la
fabricacién del andamio es un factor importante: en enfermedades progresivas existe una gran
posibilidad que surjan cambios anatémicos que impliquen la necesidad de nuevos disefios. En
cualquier caso, debe tenerse en cuenta el riesgo asociado a las consecuencias del procesamiento
de las imagenes y considerar el peor escenario. Cualquiera sea el caso, la imagen original, el

disefo final y los desvios tolerables deben ser salvaguardados.
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Formato de Archivos

Existen muchas empresas y organizaciones que ofrecen software tanto pago (Amira, Dornheim,
Osirix, etc.) como libre (Slic3r, Meshmixer, 3D Slicer) para manipular las diferentes etapas del
procesamiento de la imagen. Cada programa utilizado puede estar hecho con diferentes
protocolos de lectura de la informacidn, y la conversidon de esos formatos de archivos puede
afectar la morfologia del producto final. Para reducir los efectos negativos de la conversion de
la imagen, se recomienda por un lado definir un Unico protocolo, y por otro lado salvaguardar el
archivo en un formato estandarizado (como ser .AMF o similar) para poder recurrir al mismo en

caso de ser necesario.
Proteccién de la identidad del paciente

Es sustancial el correcto manejo de los datos de los pacientes. Hoy en dia existen plataformas
online que permiten obtener objetos .STL a partir de imagenes .DICOM, pero no garantizan la
seguridad de dichos archivos. Para evitar la divulgacién de informacion privada de los pacientes
-Ley 26529-, es necesario tener un protocolo para obtener de manera segura los objetos

tridimensionales basados en la anatomia del paciente.
Pardmetros de impresion

Dependiendo del programa y la impresora utilizada, existe la posibilidad de modificar decenas
de parametros que afectan al producto final. La guia de la FDA recomienda estudiar aquellos
pardmetros que resulten claves para garantizar la calidad del producto final. Cada equipo es
diferente y cada uno puede modificarlo a su criterio, por lo tanto, la ponderaciéon de los diversos

pardmetros depende de cada fabricante y la experiencia que haya obtenido a través del tiempo.

En las guias internacionales se habla de definir y documentar toda la informacidn que determina
el desempefio del producto final, por ejemplo, condiciones ambientales, posicidon dentro de la
base de impresién, agregado de material de soporte, tamafios de piezas, cantidad de capas,
altura entre capas, temperaturas de la base y del pico de extrusion, diametro del pico de

extrusion, porcentaje de relleno, trayectoria de impresion, etc.
Material

Los materiales utilizados son sometidos a diferentes cambios quimicos y fisicos, es de vital

importancia definir cuanto afecta esto al producto final.

Todo lo que ocurra con el material debe ser documentado y estudiado para garantizar la calidad

del producto fabricado. Se requiere lo siguiente:
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e Identificar al material: Nombre genérico, proveedor, especificaciones relevantes,
certificados de calidad, etc.

e Estudiar al material: Segun sea necesario, debe hacerse el estudio de las caracteristicas
gue se puedan considerar relevantes para la fabricacidn de dispositivos médicos que se
adapten al paciente; esto abarca propiedades quimicas, fisicas, biolégicas, etc.

® Analizar las propiedades relevantes del material a través de los diferentes procesos a los
cuales es sometido y los cambios que éstos puedan generarle.

e Definir propiedades del filamento a utilizar y las tolerancias admitidas, por ejemplo
didmetro, punto de fusidn, flexibilidad.

e Si el material es un polimero: composicidn, pureza, contenido de agua, formula
molecular, estructura quimica, peso molecular, envejecimiento, temperatura de
transicidn vitrea, temperatura de fusion y cristalizacion.

e Siel material es cerdmico: composicién quimica y pureza.

e Si es un material compuesto: relacion de composicién.

e Biocompatibilidad (ISO-10993)
Post Procesamiento

Los productos suelen ser sometidos a procesamientos posteriores a su impresién. Por ejemplo,
eliminacion de rebabas o excedente de material, realizacién de tratamientos superficiales para
modificar su rugosidad o para agregar algun material, esterilizacion, etc. Todo aquello que se
realice posteriormente a la impresién debe estar documentado y todos los cambios que estos
procesamientos le generen al producto final deben determinarse. Particularmente se exige la

esterilizacidn y el estudio de biocompatibilidad con la normativa internacional ISO 10993.
Etiquetado y Declaraciones de Entrega del Producto

Entre los documentos para un SPPM se recomienda la entrega de una declaracién que permita
identificar fabricante, producto y paciente, la orden escrita que dio lugar a la fabricacion,
mencionar el uso pretendido y especificaciones, la fecha de expiracidn y el nimero de version

utilizado. Toda informacidn relevante debe estar asociada a la entrega del producto.
Conservacion de la informacion

ANMAT recomienda el almacenamiento de todo el proceso de fabricacién y documentacién

asociada durante un periodo minimo de 15 afios para productos implantables a medida.
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Validacion

Todo aquello que pueda afectar el rendimiento del dispositivo debe ser tenido en cuenta,
estudiado, controlado y documentado. Para ello deben utilizarse las normativas y/o estandares

que aplican a los diferentes procesos o caracteristicas que se tengan como objetivo.

Todos los cambios que se realicen en las distintas etapas del proceso o acciones correctivas de

productos implantados deben ser documentados y revalidados.
Consideraciones de Evaluacién del dispositivo
La guia de la FDA recomienda describir al producto final de la manera mas completa posible.

e Rango de dimensiones de trabajo

e Alteraciones por disefio

® Procesos a los cuales es sometido

e Porosidad

® Propiedades mecanicas

® Posicion de impresién y orientacidn (anisotropia)
® Parametros de impresion

e Post procesamiento

e Geometriay dimensiones

e Desempefio clinico
Aceptacion

Los criterios y métodos de aceptacion se situan dentro del proceso integral de control del
dispositivo final. Para asegurar la repetitividad del producto final pueden realizarse técnicas de

evaluacidn no destructivas, que van desde mediciones geométricas hasta rayos X.
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6. Discusion

Se ha realizado el disefio, fabricacidn y caracterizacién de andamios reabsorbibles que podrian
emular temporalmente caracteristicas del tejido dseo y estimular los mecanismos de osificacion.
Esto implicé la seleccidon de materiales, el disefio de los procesos de fabricacién, el uso de la
impresidn 3D como técnica de fabricacion de piezas a medida del paciente y el estudio de

caracteristicas relevantes de los andamios fabricados.

En este trabajo se ha utilizado la técnica de impresién 3D para la fabricacion de piezas
compuestas de polimero biodegradable y material inorganico bioactivo. Se ha explorado dicha
técnica y se ha definido un proceso ordenado de fabricacién, logrando imprimir piezas con
distintas morfologias y caracteristicas. A continuacién, se detallard el grado de cumplimiento de
los objetivos planteados para el presente proyecto, se comparardn los resultados con los de
otros autores, se interpretaran los resultados obtenidos, y se manifestaran oportunidades de

mejora de las distintas etapas del proceso de fabricacién en base a lo trabajado en este proyecto.

La extrusidon de filamentos de PHBV y PHBV+BG(4%) ha sido el primer logro del proyecto, dado
gue fue un punto de partida para la fabricaciéon de andamios con la técnica de impresién 3D.
Otros autores fabricaron filamentos compuestos de PHBV con otros materiales [13], [28], [29],
o han intentado combinar PHBV con BG en andamios fabricados con técnicas alternativas a la
impresién FDM, con resultados alentadores, [31], [65], pero se no encontrd en bibliografia la
conjuncién del uso de dichos materiales y la técnica de fabricacion. Probablemente se deba a lo
siguiente: al extruir PHBV con BG se produce un filamento muy fragil, imposible de introducir en
una impresora comercial. Los filamentos fabricados en el presente proyecto resultaron menos
fragiles y de facil manipulacién, permitiendo ser introducidos en la impresora con la que se
cuenta en el Lab3Bio, CODEX 2020. El filamento resulté mas flexible gracias al tratamiento previo
del BG con CTMS, aunque el efecto de dicho tratamiento esta aun en proceso de investigacion.
El tratamiento por silanizacidn se realiza para mejorar la interaccién superficial entre el PHBV y
BG, y ademads se producen cristales de NaCl; la conjuncidon de estos efectos podria ser la

explicacion.

Se pudieron establecer los pardmetros de extrusion del equipo y las condiciones ambientales,
logrando buena repetitividad en las propiedades de los filamentos elaborados. Para establecer
el perfil de temperaturas de la extrusora se utilizé el resultado del analisis termogravimétrico.
Este indico que el polimero comienza a degradarse a los 210 °C. Este dato fue utilizado para

configurar la temperatura maxima de trabajo del proceso de extrusion en 190°C. El proceso de
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solidificacion del polimero al salir de la boquilla de extrusién es lento. Para lograr un producto
final homogéneo se debe garantizar la estabilidad de la temperatura ambiente, por eso se
trabajo en un drea con temperatura controlada en 24 °C. Ademas, se ha visto que el didametro
final del filamento es altamente dependiente del manejo del operario, quien tiene que cargar
continuamente la extrusora con los materiales. La frecuencia y la cantidad de material
introducido en la extrusora son factores decisivos en el resultado final, por lo tanto, se observa
una oportunidad de mejora del proceso. Se podria fabricar o adquirir una herramienta mecdnica
que automatice la entrada de materiales a la extrusora de manera precisa y a una frecuencia
constante. El problema mencionado anteriormente afecta también la eleccidn de la distancia
existente entre la extrusora y la maquina que enrolla el filamento y la velocidad con la que dicha
maquina enrolla el material. Por lo tanto, se espera que, solucionando el problema de la
alimentacién de la extrusora, se establezca de manera definitiva la distancia y velocidad de
enrollamiento. Para continuar con la investigacion, se realizé un filamento con contenido de BG
8 % m/m que resulté de facil manipulacién. Esto implicaria la fabricacién de andamios con mayor
cantidad de material bioactivo, aumentando la capacidad de regeneracién tisular [65], [66].

Queda pendiente el estudio de las propiedades de dicho filamento.

Como era de esperarse, no fue tarea sencilla imprimir piezas con la impresora 3D con los
materiales utilizados. Se trata de un material novedoso y nunca antes utilizado para impresién
3D por FDM. Experimentalmente el proceso es mucho mds lento y las impresiones no son de la
misma calidad que aquellas realizadas con plasticos comerciales. Sin embargo, se han podido

realizar numerosas piezas con diferentes disefios con muy buena calidad de impresion.

Tras la investigacidon, se descubrid que los picos tradicionales de bronce que utilizan las
impresoras comerciales se oxidan, se generan residuos de color verde (probablemente
compuestos derivados del cobre) contaminando al polimero y dificultando las impresiones. Ante
este problema, se utilizaron picos de acero inoxidable (el Unico ensayo exceptuado es el de
compresion de cilindros de PHBV, dado que fue el primero y aln no contdbamos con los picos
de acero inoxidable), que no dejaron residuos, facilitaron el proceso de impresién y mejoraron
la calidad de las piezas impresas. Los ensayos calorimétricos permitieron definir las
temperaturas de trabajo de la impresora. En primer lugar, se observaron puntos de fusién de
172 °C a 182 °C, similares a lo visto en bibliografia, [22], [67]. En segundo lugar, estos valores
confirmaron la factibilidad de realizar el proceso de impresidn con impresoras de uso comercial,
dado que pueden trabajar hasta ~240 °C. Para estandarizar el proceso, tras experimentar con
diferentes configuraciones, se optd por configurar la temperatura de impresion en 200 °C, de

modo que permita la fusidon del material en el corto lapso que se encuentra dentro de la pieza
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de fundicion del filamento, a la vez que se encuentre 10 °C por debajo del limite de degradacion.
Se observd que el valor de temperatura necesario para fundir el material al usar el pico de acero

inoxidable es mayor al que se requiere con el pico de bronce.

En comparacién de los plasticos comerciales para uso recreativo o prototipado (ABS, PLA, etc.),
el PHBV fluye lentamente a través del pico de extrusion y tarda mas tiempo en solidificar una
vez que se deposita en la base de impresidn, lo que ademas genera una contraccién pequefia
pero observable del diametro de las lineas impresas. Para asegurar la fidelidad de impresién y
la adhesidn entre capas, no se pudo superar en ningln caso los 15 mm/min; cuando se utilizan
plasticos como el ABS, se suelen utilizar velocidades de 30 mm/min [47]. Dependiendo del
tamanfio de las piezas impresas, los tiempos de impresién empleados en el presente proyecto

fueron entre 7 y 25 minutos.

Para la fabricacién del producto final, el material se somete a dos procesos mecanicos y
térmicos, la extrusion y la impresién. Dado que ambos procesos podrian afectar sus
propiedades, se realizd el estudio calorimétrico (TGA y DSC). En el mismo se observd que la
temperatura de fusion es estable a través de las distintas etapas, habiendo una diferencia de 10
°C entre valores minimo y maximo reportados. En ese mismo estudio se detectd un doble pico
de fusién en el PHBV+BG(4%). En bibliografia se han encontrado casos similares para PHBV
combinado a otros materiales, atribuidos a inhomogeneidades en la cristalizacion del polimero
[22], [67]. En los ensayos DSC se ha visto un grado de cristalinidad similar al de bibliografia en el
polvo de PHBV puro y valores ubicados en un rango esperable para material en el resto de las
etapas del proceso [67]. Otros autores han demostrado que el grado de cristalinidad afecta los
tiempos de degradacion del polimero [68], por lo que seria interesante realizar estudios in vitro
en el laboratorio para observar y correlacionar este fendmeno a los ensayos recién
mencionados. Asimismo, queda pendiente el analisis de la temperatura de transicion vitrea para
determinar si efectivamente se produce un corte de cadenas cuando el material permanece
mucho tiempo a temperaturas cercanas a las de fusidn. En correspondencia con esto, seria
interesante realizar un estudio del peso molecular a través de las distintas etapas de fabricacion

[69].

Respecto a la morfologia de las piezas impresas, se observd que el resultado final es variable
segln la complejidad del disefio. La impresion 3D es una técnica muy prometedora, que permite
obtener piezas que respetan fielmente los disefios originales, pero no es la técnica perfecta. En
el presente proyecto se fabricaron piezas de complejidad baja y media, de diferentes
dimensiones, tramas y grados de curvatura, con resultados satisfactorios. Sin embargo, cuando

las estructuras a replicar son de alta complejidad, como una vértebra, el proceso se dificulta
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hasta el punto de no poder realizar la impresidn. Por este motivo, la proyeccidn a corto plazo

deberia orientarse a dar soluciones con morfologias simples y de dimensiones pequenas.

El ensayo de fidelidad de las piezas impresas se realizé de manera manual con un calibre. En
bibliografia se han encontrado otras metodologias de medicién, que implican el escaneo
tridimensional de las piezas impresas utilizando microtomografia y/o escaneres con tecnologia
laser, para la digitalizacion y comparacion con el disefo original [70], [71]. Estos métodos
brindan informacién mas precisa acerca de la fidelidad de impresién, por lo tanto, se propone
la posibilidad de mejorar este tipo de andlisis a futuro. De todas maneras, el estudio realizado
arrojoé resultados positivos: se observé que la diferencia absoluta maxima entre la dimensién de
una pieza real y el disefio impreso fue de 0,2 mm en una longitud de 50 mm, es decir, menor al
5 %. Ademas, se observé buena repetitividad, el desvio maximo reportado fue de 4 % en el
espesor de las piezas para ensayos de impacto. Efectivamente el espesor de las piezas es el
pardmetro en el que se reporté mayor variabilidad, especialmente en los cilindros para ensayos
de compresidon, donde el tiempo de impresidon de cada capa es corto y, por ende, se reduce el
tiempo de secado del material una vez depositado, pudiendo afectar la adhesion de las capas
subsiguientes. Se han visto resultados similares en bibliografia [72], sin embargo, dependerd de
cada caso clinico el grado de fidelidad que requiera la pieza final. Ademds, hay que tener en

cuenta que las piezas impresas pueden tener un acabado superficial para ajuste dimensional.

La evaluacion morfoldgica de los canales internos reveld resultados satisfactorios. La técnica
utilizada permite fabricar matrices “porosas” gracias a las tramas de disefio del programa, y
tanto los tamafios como la orientacién de los canales es manipulable. Con los resultados
obtenidos se demostré que, modificando ciertos parametros de impresion, como el porcentaje
de relleno, la altura de capa o el didmetro del pico extrusor, el usuario puede determinar los
tamanfios de los canales horizontales y verticales. En el presente estudio se han observado
canales internos de 0,08 mm?a 0,5 mm?, los cuales permitirian dar lugar a la adhesién de células
dseas, al mismo tiempo que permitirian la formacion de tejidos de comunicacién [19], [15]. El
ancho de las lineas impresas fue otro parametro observado, a mayor diametro de pico utilizado,
mayor es el ancho de la linea trazada. Sin embargo, se observé que el ancho del trazo no se
corresponde de manera exacta con el diametro del pico utilizado. Esto es asi por la influencia de
la altura de capa elegida y el tipo de material. Se ha visto en el proceso de impresién que el
polimero presenta una transferencia de calor lenta, por lo tanto, tarda un tiempo considerable
en solidificarse y finalmente se contrae. En todas las piezas impresas se utilizaron tramas
perpendiculares entre cada capa (es decir, lineas rectas a 90° entre si). Los programas de

impresidn permiten disefar tramas diferentes, que darian lugar a estructuras mas complejas
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con porosidades variables, lo cual seria beneficioso para los andamios [13]. Durante la
investigacion se han intentado imprimir tramas mas complejas, pero los resultados no han sido
satisfactorios. Una tarea que excede al objetivo de este trabajo es establecer las condiciones de
impresidn que optimicen la impresién de tramas complejas con materiales como el PHBV [13],

[28].

Las propiedades mecanicas de las estructuras fabricadas estan directamente relacionadas con
la porosidad. Previo a la interpretacion se vuelve a aclarar que en las normas internacionales de
caracterizacién mecanica se indica la utilizacidn de probetas sin ningun tipo de “hueco”, lo cual
difiere de las caracteristicas buscadas para la aplicacién real de estos andamios. Sin embargo,
todos los autores encontrados en bibliografia que han explorado esta problematica han optado
por seguir protocolos similares al de este trabajo, dado que no hay otro tipo de normativa

vigente que detalle alternativas para este tipo de caracterizacion.

Lo primero que determind fue la respuesta a la traccién de los filamentos. Este parametro
permite saber las propiedades del material y establece un limite superior al médulo tensil y la
tensién mdaxima que podrian soportar los andamios. Se obtuvieron resultados esperables en el
PHBV, 1,6 + 0,4 GPa, y en el PHBV+BG(4%), 1,3 + 0,4 GPa. Se vio que al agregar BG se reducen

tanto el médulo (20 %) como la tensidn maxima soportada (27 %).

El andlisis mecanico mas exhaustivo se realizd con las probetas de traccidn, con perimetros
externos, piso y techo. Utilizando un pico de 0,5 mm y con un porcentaje de relleno entre el 40
% y el 60 %, se observo que el orden de magnitud del médulo tensil de las probetas de PHBV es
de aproximadamente 1 GPa y se mantiene constante, la tension maxima fue cercana a 14 MPa,

este resultado se sitla en un rango similar al hueso esponjoso [7].

Retomando el ensayo morfoldgico, al analizar los canales verticales formados en piezas impresas
con pico 0,5 mm se observaron canales de 0,46 mm? para 40 % de relleno y canales de 0,08 mm?
para 60 % de relleno. Si bien se observé una tendencia, no se presentéd una dependencia
funcional entre porosidad y médulo tensil. Se han reportado resultados similares en ensayos con

otros polimeros, como el PLA [51].

Pensando en las posibilidades de disefio, el hecho que las propiedades se mantengan estables
en el rango de 40 % a 60 % permitiria controlar diferentes niveles de porosidad del andamio sin
afectar el comportamiento mecdanico. Fuera del rango mencionado (40 % - 60 % de relleno), el
comportamiento mecanico sufrié modificaciones mas evidentes. Las probetas de 20 % de
relleno redujeron el médulo tensil a 0,7 GPa y la tensién maxima a 10 MPa (aprox. 30 % de

reduccidn en ambos casos). Las probetas con un 100 % de relleno manifestaron valores similares
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a los observados en el filamento, lo cual es esperable, puesto que la tensidn se calcula en base
al drea transversal del elemento a medir. Agregar superficialmente el BG en probetas de 50 %
de relleno no produjo modificaciones en el comportamiento mecanico del andamio, lo cual fue

positivo dadas las propiedades que le confieren al mismo.

Se recuerda que las normas de ensayos mecdanicos indican que las piezas a ensayar deben ser
“lisas” por fuera, sin embargo, los andamios requieren la mayor conexion posible con el medio
circundante para poder ejercer su rol como catalizador de la regeneracidn de tejido. Por este
motivo, se realizaron ensayos con piezas que exponen los canales al exterior, es decir, sin capas
externas, piso ni techo. Los resultados observados indicaron un detrimento en las propiedades
mecanicas respecto de las piezas que tienen capas externas. En piezas de PHBV se observé una
caida de 1,1 GPa a 0,6 GPa en el mddulo tensil y de 13,3 MPa a 7,6 MPa en la tensién maxima.
Por otra parte, las Unicas piezas impresas con el filamento de PHBV+BG(4%) fueron de este tipo.
El mddulo tensil observado fue de 0,9 GPa vy la tension maxima 6 MPa. Se observé un aumento
del mdédulo tensil respecto al PHBV, esto puede relacionarse con el método de fabricacién y la
variabilidad que puede llegar a presentar usando diferentes materiales. Hay que mencionar que
previo a este ensayo, las Unicas piezas impresas con PHBV+BG habian sido rectangulares o
cilindricas. Las piezas para el ensayo de traccién “hueso de perro”, que presentan mayor
complejidad dada su curvatura, se imprimieron con una fidelidad muy alta, pero no se pudieron
hacer numerosas repeticiones dada la cantidad de filamento disponible. Teniendo en cuenta las
condiciones de impresion y las posibilidades de mejora, estos resultados son prometedores para
la fabricacién de andamios que pretendan imitar propiedades mecanicas de hueso esponjoso.
Para lograr mimetizar las propiedades mecdanicas del hueso compacto se requieren valores mas

elevados [7].

Luego, se observaron los resultados de los analisis de compresion del PHBV. En este caso el pico
utilizado fue de 0,4 mm y de cobre. Los cilindros fueron impresos en la primera etapa del
proyecto y alin no se contaba con los picos de acero inoxidable. Al no haber tenido oportunidad
de realizar nuevos ensayos, se decidid incluirlos en el presente trabajo. El médulo en compresion
para las probetas impresas en PHBV tuvo valores cercanos a 1 GPa, y se observaron tensiones
maximas cercanas a 30 MPa. Ademas, se observa una tendencia que relaciona los porcentajes
de relleno elegidos con el comportamiento mecdnico del andamio. Los resultados reportados se
aproximan al del hueso esponjoso (ver Tabla 8). Asimismo, se pueden comparar los resultados
respecto a sustitutos dseos fabricados por otros autores. Se han visto médulos en compresién
de 0,36 GPa en andamios de PHA-PLA fabricados con impresidn 3D FDM [13], tensiones maximas

en compresion de 62 MPa en cilindros fabricados por moldeado a presién de PHA-HA [30]. Otras
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estructuras con mayores niveles de porosidad, mas similares a una esponja, presentaron peores
propiedades mecanicas. Se han visto tensiones maximas en compresion de 0,2 a 0,7 MPa en
andamios de PHBV-CaP (Fosfato Calcico) utilizando técnicas de sinterizado selectivo laser (SLS)
[73], y de 0,1 a 0,2 MPa en constructos de PHBV-BG fabricados con técnicas de moldeado y

leaching (con agentes porégenos).

Tras realizar el ensayo de flexién de barras rectangulares de PHBV con 50 % de relleno, se
observaron propiedades comparables a las observadas en hueso esponjoso (Tabla 9). Por otra
parte, se observd un significativo aumento del médulo tensil respecto al calculado en traccién.
Esto fue verificado con ensayos de flexion de filamentos realizados en el DMA dentro del
Lab3Bio. La causa de este comportamiento se encuentra aun en estudio, otros autores han
observado comportamiento similar en otros polimeros y atribuyen esta diferencia a la
orientacién en la cual la tensién es recibida por el material [74], [75]. El ensayo de impacto
demostré que, si bien la resistencia al impacto del impreso de PHBV es menor, éste se encuentra
dentro del orden de magnitud del hueso compacto. No se han encontrado ensayos de impacto
con hueso esponjoso. Respecto a los ensayos de fractura, el factor critico de intensidad de
tensiones de las probetas de PHBV se situd dentro del rango de valores exhibido en el hueso
esponjoso, segun lo reportado en bibliografia. En resumen, los ensayos complementarios
realizados con los impresos confirman su potencial capacidad de emular el comportamiento

mecanico del tejido.

Se observd la actividad en medio bioldgico simulado para confirmar la formacién de una capa
de hidroxiapatita en la superficie de los andamios, lo cual representaria un primer indicio de que
el andamio es capaz de generar lazos de unidn con el tejido dseo [56], [63], [64]. Se obtuvieron
imagenes por microscopia electrénica de barrido, confirmando la formacién de hidroxiapatita
con estructuras tipicas en gran parte de la superficie de los andamios y en el interior de grietas
de andamios sometidos a inmersiones de mayor duracién. Estudios de espectroscopia de
difraccion de rayos X realizados por investigadores del Lab3Bio confirman formaciéon de

hidroxiapatita.

La funcionalizacidn de la superficie con BG aumenta la hidrofilicidad y rugosidad de los
andamios. Esto se observa en la seccion 4.7. El aumento de rugosidad es buscado para mejorar
la adhesion celular [50]. Se aclara que otros métodos de funcionalizacion de superficies pueden
ser utilizados para mejorar la adhesién celular, como el plasma de oxigeno [20], [21], que
incrementan la hidrofilicidad pero no la rugosidad en la escala de los micrometros. En el Lab3Bio
se observaron en imagenes SEM cdmo es el anclaje celular en las particulas de BG en la superficie

de los andamios. Las células se adhieren especificamente a las particulas de BG. Los resultados
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mencionados confirmaron ensayos estudiados en bibliografia. Si bien es necesario realizar un
estudio in vivo, este es el primer paso para la confirmacidn de la capacidad osteoconductora de

los andamios.

Queda pendiente evaluar cuantitativamente cuanto afecta el tiempo de almacenamiento al
polimero, dado que se observd una gran diferencia a la hora de dar funcionalidad a la superficie
con BG. Los andamios recubiertos el mismo dia de su impresién presentaron dificultades para
adherir el BG y mayor disolucién al ser sumergidos en solvente. Aquellos andamios que tuvieron
2 semanas de almacenamiento entre el proceso de impresién y la funcionalizacién de su
superficie fueron muy eficientes al adherir el BG, sin presentar deformaciones estructurales.
Esto se explica por los tiempos de cristalizacién del polimero. En el primer caso, no se da tiempo
al proceso de cristalizacién, por lo tanto la fase amorfa del polimero es mayor, lo que acentua el
efecto del solvente. En el segundo caso, tras dos semanas de almacenamiento se conserva mejor
la estructura porque ocurren procesos de cristalizacion primaria y secundaria en el polimero. La
inmersidn en el solvente logra disolver solamente una capa externa, ablandando la superficie y

anclando fisicamente al BG.

Otra parte del proyecto estuvo dedicada a la generacion de disefios tridimensionales a partir de
tomografias computarizadas. Se han estudiado diferentes herramientas de programas para el
procesamiento de imagenes .DICOM. Se ha trabajado con tomografias andénimas de pacientes
para garantizar su proteccidn. Los programas estudiados para convertir el archivo .DICOM a
formato .STL presentan herramientas graficas similares. El programa 3D Slicer fue el preferido
para realizar la primera parte del proceso, dado que es gratuito, sencillo de utilizar, presenté
resultados satisfactorios y representa la idiosincrasia detras del concepto del uso de la impresion
3D, fomentando el programa de uso libre, gratuito y comunitario. Del mismo modo se utilizo el
MeshMixer para perfeccionar y simplificar los disefios tridimensionales y el Slic3r para generar
los archivos .gcode. En la seccion 4.10 se pueden observar capturas de pantalla con la evolucion
del disefio de una pieza a través de las distintas etapas. En el presente proyecto se manifesté un
protocolo ordenado de procesamiento y disefio. Sin embargo, éste puede variar segun la
necesidad de cada caso. Se recalca la importancia de saber el alcance y las limitaciones de esta
tecnologia y los errores asociados a su manipulacién, para poder generar un planteo de
requisitos y desviaciones permitidas segun el objetivo buscado. Dentro de las limitaciones y los
errores asociados al uso de técnicas de procesamiento de imagenes, se puede mencionar lo
siguiente: El proceso es altamente dependiente de la experiencia y conocimiento anatémico del
usuario. Segmentar los tejidos con el uso de umbrales conlleva errores de método asociados a

la calidad de la imagen tomografica, o a la similitud entre densidades de tejidos diferentes. Los
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filtros utilizados para suavizar el disefio y permitir la impresién pueden afectar la fidelidad
respecto a la imagen original, etc. [76], [77]. Incluso un estudio demostrd la variabilidad que
presenta el uso de esta técnica: tres instituciones con vasta experiencia en modelado
tridimensional de estructuras anatémicas reconstruyeron un crdneo a partir de una imagen
tomografica, los archivos fueron almacenados en un mismo formato y luego fueron
comparados, se observaron diferencias de volumen total, conteo de tridngulos, y morfologia

[76].

Por otra parte, el registro de la informacién resulta sencillo dado que se pueden almacenar todos
los archivos creados en el proceso de digitalizacién de las estructuras junto con los pardmetros
de impresién. El sistema de registro deberia contener: la imagen .DICOM, el archivo del objeto
tridimensional en formato .AMF (por recomendacién de FDA) y .STL, el archivo con los
pardmetros de impresion, el .gcode y los formularios presentados en los anexos como
informacidon complementaria. Queda pendiente en el presente estudio la impresiéon de los
objetos reconstruidos a través de las herramientas gréficas previamente mencionadas. Se
intentd realizar la impresion de algunas estructuras anatdmicas con PHBV, pero el resultado no
fue satisfactorio. Por el momento, se podrian utilizar estos protocolos para seleccionar la

dimensién de los andamios en base a puntos anatémicos de referencia.

Para garantizar la limpieza del producto final, la impresién debe ser realizada en un area limpia
con control de particulas en el aire y los componentes que entren en contacto con el compuesto
deben ser de acero inoxidable. Una vez fabricado el producto, deberia ser empaquetado con
doble envase y esterilizado para su almacenamiento o transporte previo al uso clinico. La
limpieza debe ser muy efectiva, dada la porosidad que presentan los andamios. El polimero
funde a temperaturas cercanas a 180 °Cy el biovidrio absorbe rapidamente la humedad, por lo
que se descartan métodos de esterilizacién con altas temperaturas [78]. Otros autores
esterilizaron muestras de PHB con Hidroxiapatita en un horno a 121 °C en 1.5 horas sin afectar
sus propiedades [79]. El 6xido de etileno es un gas que se utiliza para esterilizar a bajas
temperaturas; se probd en diferentes estudios con resultados prometedores. Sin embargo es
necesario asegurar su eliminacién completa antes de implantar. La irradiacion gamma no afecta
la resistencia a la traccion y la deformacién a la rotura de constructos de PHBV [80]. En el Lab3Bio
ya fue probado el método de esterilizacidn por autoclave previo a la realizacién de los ensayos
de adhesién celular con resultados positivos. Se han visto células adheridas al BG y no se han
observado cambios en las dimensiones de estas. La esterilizacién de peliculas de PHBV por
irradiacion gamma también fue estudiada por investigadores del Lab3Bio, reportando

resultados satisfactorios [81]. De todas maneras, es requisito normativo el estudio de las
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propiedades del constructo post esterilizado para verificar que no hayan sido modificadas sus
caracteristicas mecdnicas y de biocompatibilidad. En el empaque final debe adjuntarse toda la

informacion relevante del constructo, citada en anexos normativos.

Se considera que se han analizado los aspectos mas relevantes del proceso y el producto final
dando cumplimiento a gran parte del marco normativo vigente. Se debe tener en cuenta que el
presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion en el dmbito académico dentro
de un laboratorio. Sin embargo, se trabajé como si fuera el proyecto de un fabricante, teniendo
en cuenta todas las consideraciones normativas que hacen a la calidad del producto final. Se
generaron registros de las distintas etapas del proceso para que éste sea repetible, demostrable
y mejorable, tal como se refleja en los anexos normativos. Quedan estudios pendientes que
podrian resultar de interés para evaluar la funcién de los andamios: tiempos de degradacion del
compuesto tanto en condicién de almacenamiento como en fluido simulado, ensayos mecdanicos
de fatiga para evaluar condiciones que se asemejen a las del uso en determinados sectores del
cuerpo, angulo de contacto para identificar cuantitativamente la hidrofilicidad superficial del
compuesto, entre otros. Quedan planteadas las bases del proyecto para investigaciones futuras,
haciendo hincapié en las oportunidades de mejora planteadas en las diferentes etapas del
proceso, y de este modo promover el avance con el objetivo de lograr el estudio de aplicaciones

clinicas de los constructos generados.
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7. Conclusiones

Se cumplié el objetivo general del proyecto. Se han disefiado, fabricado y caracterizado

andamios compuestos por un biopolimero y un ceramico bioactivo.

Se efectud un extenso estudio de las caracteristicas de los andamios, que incluye:

Composicidn

Morfologia

Porosidad

Propiedades Mecanicas
Propiedades Calorimétricas
Propiedades de la superficie

Actividad en medio fisioldgico simulado

Los resultados reportados a lo largo del presente trabajo demuestran que:

Se ha podido fabricar tanto filamento como piezas de PHBV y BG

El uso de la impresora 3D permite elaborar morfologias y porosidades variables con alto
grado de fidelidad y reproducibilidad por la técnica de FDM

Las propiedades mecanicas de los andamios se asemejan a las del hueso esponjoso

Los procesos de fabricacion y las temperaturas de trabajo permiten manipular los
materiales sin sufrir consecuencias severas en su rendimiento o composicion

Los andamios presentan mucho potencial como elemento osteoconductor, al observar

formacién de hidroxiapatita en su superficie.

Ademas, se disend y caracterizd el proceso de fabricacién, que incluye:

Disefo digital de piezas tridimensionales
Procesamiento digital de imagenes .DICOM
Fabricacidn de filamento

Impresion de piezas

Ejemplo de reporte de disefio y fabricacién (Anexo)

Adecuacion al marco normativo vigente

El estudio normativo y disefio de los procedimientos sienta las bases para futuras

investigaciones y fabricaciones dentro del Lab3Bio.

Como oportunidades de mejora y/o continuacion del proyecto, se menciona la posibilidad de:
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Mejorar el proceso de extrusién de filamento, automatizando la carga de material
Mejorar el proceso de impresion (haciendo foco en los diversos factores que se han ido
sugiriendo a lo largo de todo el proyecto)

Profundizar el estudio de propiedades relevantes de los andamios, tales como
hidrofilicidad con ensayos de dangulo de contacto, o ensayos de fatiga, por ejemplo.
Intentar imprimir réplicas de huesos humanos a partir de imagenes anatdmicas con
PHBV y posteriormente con PHBV+BG(4%)

Profundizar el protocolo .DICOM a .STL.

Esterilizar piezas con distintos métodos y evaluar sus propiedades

Profundizar el estudio normativo y el desarrollo de un sistema de gestiéon de la

fabricacion de piezas.
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Registro .

. .~ Lab3Bio
RD-00001 Registro de Diseno
Version 1 Pagina 1/6
Matricula del profesional solicitante: Fecha:
Nombre, Apellido e ID Paciente: N° Orden:

Etapa 0 - Descripcion de la problematica y requisitos generales.

Descripcion de la problematica

Aquise explicael objetode lafabricacién e implantacién del andamio en el paciente.

Requisitos de disefo

Especificaciones de disefio

Aquise enumeran losrequisitos generales Aquise enumeran las especificaciones de

de disefio.

disefio que danrespuestaacada uno delos
requisitos planteados.

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:




Registro .
RD-00001 Registro de Disefio Lab3Bio
Version 1 Pagina 2/6

Etapa 1- Adquisicion de imagen anatémica

Especificaciones de Adquisicidon y Procesamiento

Aquise enumeran las especificaciones del proceso de adquisiciéon de laimagen que
dan respuestaalosrequisitos de disefio. Lo que abarca resolucidn espacial, region
deinterés, entre otros.

wN e

Adquisicidon de la imagen

Fechade adquisicidn

Método de adquisicién

Equipo utilizado

Cantidad de imagenes

Tiempo de adquisicion

Anchode corte

Nombre del archivo .DICOM Aquise especificael nombre y ubicacion de
almacenamiento del archivo dentro del SGC.

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:




Registro

RD-00001

Version 1

Registro de Diseno

Lab3Bio

Pagina 3/6

Etapa 2 - Procesamiento de imagen para obtener objeto digital en 3 dimensiones

Procesamiento .Dicoma STL

Aquise describen las herramientas utilizadas paralarealizar conversion de laimagen
tomograficaa un objeto tridimensional.

Ajustes

Software y version

Brillo

Contraste

Regiéndeinterés

Renderizado

Software y version

Software y versién

Filtros Umbral
Otros
Software y versién
Manual SI/NO
. Deteccidon de Bordes SI/NO
Segmentacion — —
Crecimientode region SI/NO
Aperturay Cierre SI/NO
Otros
Conversiona.STL Software y version
Software y versién
Solucidn de errores SI/NO
) .. | Suavizado SI/NO
Procesamiento de lasuperficie -
Relleno de agujeros SI/NO
Material de soporte SI/NO

Otros

Comentarios adicionales

Archivos 3D

N°Version

Nombre del archivo . AMF

Aqui se especificael nombre y ubicacion de
almacenamiento del archivo dentro del SGC.

Nombre del archivo .STL

Aquise especificael nombre y ubicacionde
almacenamiento del archivo dentro del SGC.

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:
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RD-00001 Registro de Disefio Lab3Bio
Version 1 Pagina 4/6

Etapa 3 - Impresion 3D

Especificaciones de impresidn

Aquise describen las especificaciones relativas alaimpresién 3D.

wnN e

Condiciones de Impresion

Software Version
Marca Impresora 3D Modelo
Filamento Lote Filamento

Temperatura Ambiente

Humedad Ambiente

Posicidonenlabase Aquise describe el cuadrante donde se realizd laimpresion

Tiempodeimpresion

Comentarios

Parametros almacenados

Aquise especificael nombre y ubicaciéon de almacenamiento delarchivo dentro del SGC.

.gcode Es el cédigo que lee laimpresora 3D.

.config Son los parametros de impresion definidos en el software

Informacion adicional

Versién de Impresion

Cantidad de piezas impresas N =

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:
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Etapa 4 - Post Procesamiento

Especificaciones de Post Procesamiento

Aquise describen las especificaciones relativas al procesamiento posteriorala

impresion 3D.

wnN e

Tratamiento Superficial

Agregado de Bioglass

SI/NO

Otros

Limpieza General

Eliminacién de elementos de soporte

SI/NO

Lavado con etanol (x5)

SI/NO

Otros

Empaquetado

Tipo |

Esterilizacion

Método

Condiciones

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:
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RD-00001 Registro de Disefio Lab3Bio
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Etapa 5 - Ensayosy controles

Ensayos realizados segun requisitos

Aquise describentodos los ensayos realizados en base alos requisitos de funcionamiento del
andamio.

Requisito Especificacion Ensayo Norma Resultado ¢Cumple?
Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Si/No

Descripcion del grado de cumplimiento:

1 -
2. -
3. -

Dadas las condiciones, se considera que el andamio (Nombre) (N° Serie) (Version de
impresion) CUMPLE con los requisitos solicitados.

Firmadel responsable:

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:
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Version 1

Registro de Diseno

Lab3Bio
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Etapa 6 — Etiqueta

Etiquetado

Aquise describe laetiqueta.

Fechade fabricacion

Tiempo de almacenamiento

hasta laimplantacién

Nombre y Apellido

ID

N° Serie

N° Version

Descripciénde Pieza

Materiales

Lugar de implantacién

Tipo de esterilizacion

Clase de Riesgo

Realizado por:

Revisado por:

Aprobado por:




NORMATIVA GENERAL

Manufactura Aditiva

Disefio, requisitos, guias y

) ASTM 52910 Revisado
recomendaciones.
Caracterizacion y ensayo de
ar\damlo§ fabrl.cados.coln ASTM F2150 Revisado
biomateriales; ingenieria de
tejidos/productos médicos.
Guia FDA Revisado
Andlisis de Riesgo ISO 14971 A realizar a futuro
Sistema de Gestion de Calidad SO 13485 N/A
Producto Médico
Reglamento Técnico Mercosur ANMAT 2318 Producto médico implantable de uso Unico en largo plazo.
Registro de Producto Medico Ptos: 11-12-13-13.4-13.5
Clase IV, Regla 8:
Todos los productos médicos implantables y los productos médicos invasivos de uso prolongado
de tipo quirurgico se incluirdn en la Claselll salvo que se destinen:
e .. ANMAT 2318 | a - a colocarse dentro de los dientes, en cuyo caso se incluirdn en la Clase Il;
Clasificacion . L .
c - a ejercer un efecto bioldgico o ser absorbidos totalmente o en gran parte, en cuyo caso se
incluirdn en Clase IV;
d - a sufrirmodificaciones quimicas en el organismo, salvo silos productos se colocan dentro de los dientes, o a la
administracion de medicamentos, en cuyo caso se incluirdn en el Clase V.
Empresas Fabricantes ANMAT 2319 N/A
Trazabilidad Ley 26906 N/A
ANMAT 727
Inscripcion PM N/A

ANMAT 5267




Nomenclatura

CODIGOS
ECRI

Se presentan algunas opciones observadas enlos listados ECRI.

16-966
17-600
17-751
17-756

Injertos sintéticos de hueso
Implantes de matriz dsea

Implantes de Matriz 6sea, Artificiales
Implantes de Matriz 6sea, Bioldgicos




Evaluacidon de los Materiales

Material Caracterizacion Ensayo/Protocolo Norma Aplicable ¢ Realizado? | ¢Evaluado? Observaciones
FDA
ID Fabricante ) S| S| Tiannan (China)
(Recomendaciones)
i . FDA
Composicién Fabricante . SI S| 1,5 % de Valerato
(Recomendaciones)
Forma Fabricante FDA . S| S| Polvo
(Recomendaciones)
'(I'_f(;r:)ograwmetrla ASTM E1131
PHBY Calorimétrica SI S| Ensayos hechos por un
. - . ASTM D3418 - 15 tercero en colaboracion.
Calorimetria diferencial ASTM E793
de barrido (DSC)
Seria importante realizar
Segun tipo d FDA lgu d
Envejecimiento egur] |.po. € _ NO NO a gur.l er)sa.yo e .
envejecimiento (Recomendaciones) envejecimiento del material
en fluido corporal simulado.
Pureza Fabricante FDA . NO NO -
(Recomendaciones)
ID Fabricante FDA . Sl NO BS55 .
(Recomendaciones) Alemania
Bioglass ® Composicién Fabricante FDA S| NO -
g P (Recomendaciones)
Fabricante . o -
Forma Microscopia FDA S| NO Cristales ~5um verificado con

Electronica

(Recomendaciones)

imagenes SEM




Evaluacion de los Filamentos

FILAMENTO Caracterizacion Ensayo/Protocolo Aﬁl(i)(r:r;tflle ¢ Realizado? | ¢ Evaluado? Observaciones
Calorimétrica Calorimetria diferencial de | ASTM D3418 S| NO Punto Fusién
barrido (DSC) ASTM E793 Cristalinidad
Filamento de PHBV .. . Mddulo Elastico
Filamento de PHBV+BG Mecanica Traccion ASTM D638 S = Tensién Mdaxima
Morfolégica Microscopia Electronica ASTM D792 S| NO Corte transversal

Evaluacion del Proceso de Extrusion

o Norma . .
Proceso | Caracterizacién | Ensayo/Protocolo Aplicable ¢ Realizado? | ¢ Evaluado? Observaciones
Se realizo el proceso de extrusion. Se realizé un
., i Visual control de parametros, pero no se tuvo en cuenta
Extrusion Parametros .y ASTM D1238 Sl NO P p .y . .
experimental la norma para la determinacién del flujo de salida
de material.




Evaluacion del Proceso de Disefio de Piezas para ensayos

Proceso Protocolo Norma Aplicable ¢ Realizado? ¢, Evaluado? Observaciones
Disefio de Visual EDA El disefio de las piezas varia seglin cada aplicacion. Se realizé
piezas en .y . SI NO un mismo protocolo para todas las piezas impresas, pero no
) experimental (Recomendaciones) ) . -
SolidWorks serige segun una norma especifica.
Evaluacion del Proceso .Dicoma .STL
Proceso Objeto de Evaluacién Protocolo Norma Aplicable ¢, Realizado? ¢, Evaluado? Observaciones
Perf
Obtencidén de Resoluciény contraste © (_)rmance
, . de sistema NO NO ., .
Tomografia de imagen utilizado Se trabajo a partir de
ASTM E1695 tomografias disponibles online u
Seleccion de fesalucién v contraste Resolucion 610/2004 ob;cebnida§ en marcos
Imagen . Y Propio NO NO colaborativos.
. de imagen
Tomografica
Transformacion de Disefio brobio FDA S| NO Ver seccion dedicada y
.DICOMa .STL prop (Recomendaciones) formularios
Procesamiento | Resguardo de Ley 26529 Se utilizaron imagenes
de Imagen Informacién del Disefio propio | FDA NO NO andénimas.
paciente (Recomendaciones) Ver Formularios
Al iento d
macenamiento de Disefio propio | ASTM 52915 NO NO Ver Formularios

Archivos




Evaluacion del Proceso de Impresion

Proceso Objeto .d,e Ensayo/Protocolo Norma Aplicable | ¢Realizado? | ¢ Evaluado? Observaciones
evaluacion
Espe_cificaciones de Fabricante FDA _ 5| 5|
impresora (Recomendaciones)
. ., li i6 FDA li li . |
Caracterizacidn Calibracién de Fabricante / Lab3Bio ‘ S| 5| Se realizan ca |braC|on'es cone
de Ia Impresora (Recomendaciones) uso constante del equipo
impresora Repr(?duubl!l’dad de Disefio propio FDA ' S| S|
impresion (Recomendaciones)
Parametros Disefio propio FDA Sl Sl
relevantes prop (Recomendaciones)
Almacenamiento de N . FDA
. -, Disefo propio . Sl Sl
., informacidén (Recomendaciones)
Impresion 3D - -
de piezas y/o o | Refﬁrldolal amb|er;te .en el c_u’al se
andamios Corl |C|on.e,s e Disefio propio FDA ‘ S| S| reailza.e proceso de impresion y
impresion (Recomendaciones) la limpieza de los elementos de la
impresora.
Evaluacion de Procesos de Post Impresion
Proceso Protocolo Norma Aplicable ¢ Realizado? | ¢ Evaluado? Observaciones
Tratamiento superficial
! .UP 'c! Disefio propio FDA (Recomendaciones) SI NO
de los andamios




Evaluacion de los Andamios

OBJETO
DE Caracterizacion | Ensayo/Protocolo | Norma Aplicable | ¢Realizado? | ¢Evaluado? Observaciones
ESTUDIO
Traccién ASTM D638 S| Sl
Compresion ASTM D695 S| S|
Flexion ASTM D790 SI Sl
Mecanica
Fractura Otro Autor SI Sl
Impacto ASTM D256 S| Sl
Fatiga Segun finalidad NO NO Seria util realizarlo segun aplicacion
. FDA
Pesaje (Recomendaciones) S =
Se realizd el estudio de los canales, pero
Porosidad ASTM D4404 NO NO no se ha evaluado la porosidad aplicando
Andamios ninguna norma.
. Morfologi
impresos orfologica Canales y Ancho de | FDA
. . Sl Sl
Filamento (Recomendaciones)
Fidelidad y FOA s S | scomidimensiona) por comparaciones
Reproducibilidad (Recomendaciones) ) P P
mas certeras
. . FDA
Bioldgi En Lab3Bi i
ologica Biocompatibilidad | 1SO 10993 S| S| n Labsblo sehan realizado ensayos de
este tipo. No aplican al presente trabajo.
FDA
Adhesion Celular | Imagenes SEM . S| NO
(Recomendaciones)
Rugosidad S| NO Se obtuvieron Imagenes SEM
Superficie FDA ‘ Imagenes SEM de la superficie que
Composicién (Recomendaciones) Sl SI demuestran formacién de HA. Ademas de

estudios EDS en otra etapa del proyecto.




Evaluacion del Producto Terminado

Objeto de Estudio | Ensayo/Protocolo | Norma Aplicable | ¢Realizado? | ¢ Evaluado? Observaciones
Segun experiencias de terceros y otros proyectos
Resolucid li t | Lab3Bi I
Esterilizacion Gamma; Autoclave esolcion NO NO e |z'a'dos'c1en ro del Lab3Bio, se e§pera q'ue 2 .
1547/2007 esterilizacidn por rayos gamma seria la mas efectivay
menos nociva para los andamios.
ASTM F1884
. Doble Pouch de Realizado dentro del Lab3Bio. No aplica al presente
Empaquetamiento e, FDA NO NO .
esterilizacién ) trabajo
(Recomendaciones)
FDA
Etiquetado Disefio propio (Recomendaciones) NO NO Ver Registro de Disefio
ASTM F2097
. - . . FDA . L
Registro de Disefio Disefno propio Sl NO Ver Registro de Disefio

(Recomendaciones)




