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Resumen

En este trabajo se caracterizaron pastas autocementantes de fosfato de calcio basadas
en S-TCP/MCPM con 4cido hialurénico, disefladas para aplicaciones como relleno 6seo, y se
evalué su desempeiio en un proceso de impresion 3D basado en extrusion. Para controlar la
cinética de la reaccion de cementado, se formularon pastas con distintos aditivos retardantes de
fraguado: 4cido citrico, citrato de sodio y biovidrio. Se analiz6 el comportamiento reolégico
durante el fraguado, asi como la microestructura, morfologia y propiedades mecdnicas de las
pastas fraguadas.

Las imdgenes de microscopia electronica de barrido mostraron que las pastas fraguan
en una matriz porosa, con poros de didmetros entre 100 y 300 um y morfologias laminares
y aciculares. Mediante difraccion de rayos X se confirmé la formacién de brushita como fase
principal en todas las muestras.

Las propiedades mecanicas alcanzaron valores de resistencia a compresion entre 3 y 5,5
MPa, comparables a las del hueso trabecular, mientras que el médulo eldstico en compresion
oscil6 entre 300 y 700 MPa.

Los estudios reoldgicos demostraron que el tiempo de fraguado depende del tipo y la
concentracion del aditivo empleado. Las pastas evaluadas presentaron tiempos iniciales de fra-
guado que variaron entre 2 y 8 minutos. Ademads, se observé que el tiempo y la velocidad de
mezcla influyen en el comportamiento del material durante el endurecimiento.

Finalmente, se realizaron pruebas de impresion 3D para evaluar el efecto de pardmetros
como el didmetro de boquilla y la altura de capa en la fidelidad de impresion. Este estudio
proporciona informacién preliminar clave para optimizar la fabricacion de estructuras con po-
rosidad jerdrquica destinadas a la regeneracion 6sea mediante impresion 3D.

Palabras clave: biomateriales, cementos de fosfato de calcio, regeneracion osea, impresion 3D
basada en extrusion, biocerdmicos
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Abstract

In this work, self-setting calcium phosphate pastes based on S-TCP/MCPM with hyalu-
ronic acid were characterized for bone filler applications, and their performance was evaluated
in an extrusion-based 3D printing process. To control the setting reaction kinetics, pastes were
formulated with different setting retardant additives: citric acid, sodium citrate, and bioglass.
The rheological behavior during setting was analyzed, along with the microstructure, morpho-
logy, and mechanical properties of the set pastes.

Scanning electron microscopy images showed that the pastes set into a porous matrix with
pore diameters between 100 and 300 pm, exhibiting plate-like and needle-like morphologies.
X-ray diffraction confirmed brushite as the main phase in all samples.

The mechanical properties reached compressive strength values between 3 and 5.5 MPa,
comparable to trabecular bone, while the elastic modulus in compression ranged between 300
and 700 MPa.

Rheological studies demonstrated that the setting time depends on the type and concen-
tration of the additive used. The evaluated pastes showed initial setting times varying between 2
and 8 minutes. Furthermore, it was observed that mixing time and speed influence the material
behavior during setting.

At last, 3D printing tests were performed to evaluate the effect of parameters such as
nozzle diameter and layer height on printing fidelity. This study provides key preliminary infor-
mation to optimize the manufacturing of hierarchically porous structures for bone regeneration
using 3D printing.

Keywords: biomaterials, calcium phosphates cements, bone regeneration, extrusion-based 3D
printing, bioceramics
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Abreviaturas y definiciones

- [B-TCP: Fosfato S-tricélcico.

- ATD: Andlisis térmico diferencial.

- ATG: Analisis termogravimétrico.

- BG: Biovidrio.

- CPC: Compuesto de fosfato de calcio.

- DCPA: Fosfato dibasico de calcio anhidro. Monetita.

- DCPD: Fosfato dibasico de calcio dihidratado. Brushita.
- DRX: Difraccion de rayos X.

- HA: Acido hialurénico.

- HAp: Hidroxiapatita.

- MCPM: Fosfato monobdsico de calcio monohidratado.
- MEB: Microscopia electronica de barrido.

- MEC: Matriz extracelular.

- TTCP: Fosfato tetracalcico.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Contexto

La capacidad que tiene un hueso para recuperarse de un dafio por si mismo depende,
entre varios factores, de un tamafo de defecto critico [1]. Este tamafo critico, relacionado al
tipo de hueso y caracteristicas del defecto, se ubica en el orden de 1-2 cm o la pérdida del 50 %
de la circunferencia del hueso [2]. Para defectos de tamafio subcritico, la inmovilizacién de
la extremidad con vendajes y yesos ha sido practica comun en la historia desde civilizaciones
antiguas, ttil para huesos fisurados y fracturas de tamafio menor [3]. Para defectos mds grandes
que el tamafio critico, el tejido no puede ser reparado por el mismo organismo. Es ahi cuando
surge la necesidad de intervenir quirdrgicamente en el proceso para asistir a la reconstruccién
del tejido 6seo. Se necesité de un avance cientifico significativo que permita la sujecion de los
fragmentos de hueso mediante materiales estructurados que presenten bajo riesgo de infeccion
o rechazo durante la regeneracion.

Las soluciones quirdrgicas propuestas para reemplazar o asistir al hueso dafiado utilizan-
do hueso sano contemplan injertos del mismo paciente (autoinjerto), de otro paciente (aloin-
jerto) o de otra especie (xenoinjerto), donde se duplica el nimero de sitios quirdrgicos en el
primer caso y se aumenta el riesgo de rechazo por el sistema inmune en los tltimos dos [4].

En la bisqueda de materiales compatibles con el organismo nace el concepto de bioma-
terial, definido como “un material disefiado para adoptar una forma que pueda dirigir, mediante
interacciones con sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o diagnodsti-
co” [5]. Estos materiales comprenden diversas familias como metales, cerdmicos, polimeros,
vidrios bioactivos, materiales compuestos y materiales inteligentes, cada uno con caracteristi-
cas que los hacen adecuados para aplicaciones médicas especificas.

Para reparar defectos 6seos, se han desarrollado estructuras de fijacion interna o externa
fabricadas con biomateriales cominmente metélicos [6, 7]. Este tipo de estructuras representa
un problema en pacientes pedidtricos por seguir en crecimiento, lo que implica que el implante
deba ser removido apenas se logre la regeneracion del hueso. Ademads, la implantacién de estos
dispositivos requiere una intervencion quirdrgica de gran tamafio. También, existe la posibilidad
de que la estructura sea rechazada por el organismo por productos de tribocorrosion que resulten
toxicos o liberacion de iones metalicos al torrente sanguineo [8,9].

Actualmente, se usan pastas de polimetilmetacrilato (PMMA) para fijar implantes y re-
llenar defectos 6seos. Se ha demostrado que tiene buena biocompatibilidad, propiedades me-



canicas similares al hueso y su costo es inferior a las alternativas metalicas [10]. Sin embargo,
este polimero no es reabsorbible por el organismo, su reaccién de sintesis alcanza temperaturas
cercanas a 100°C causando necrosis en los tejidos cercanos [11] y su mondmero es citotoxi-
co [12].

Paralelamente, se han desarrollado compuestos de fosfato de calcio autocementantes
(CPCs) que presentan similitud quimica, morfolégica y biolégica con la apatita dsea, com-
ponente inorgénico principal del tejido 6seo. Entre la variedad de CPCs, destaca el obtenido
de la reaccién entre el fosfato [-tricdlcico (5-TCP) y el fosfato monobdsico de calcio mono-
hidratado (MCPM) en medio acuoso [13], por su bajo costo de produccidn respecto a otros
compuestos [14]. Este compuesto esta formulado para emular la matriz extracelular del hueso
(MEC) y favorecer la proliferacion de células dseas mientras es reabsorbido lentamente por el
organismo, formando hueso nuevo en el proceso [14—16]. La formulacién de pastas para relleno
dseo a base de biomateriales surge como alternativa a los injertos y rellenos por su alta tasa de
absorcion y capacidad de formar hueso nuevo [17]. Estas pastas cerdmicas son actualmente
usadas en aplicaciones médicas clinicas y veterinarias como cemento para fijaciéon de implan-
tes y relleno de defectos congénitos o patoldgicos en el hueso, donde la reaccion de fraguado
ocurre en el organismo y se accede al sitio quirtrgico mediante una aguja [18,19]. También son
usados para la fabricacion de piezas implantables fraguadas in vitro, llamadas andamios por su
funcién como soporte estructural, elaborados para ajustar a la anatomia del paciente [20, 21].
Un ejemplo de aplicacion puede observarse en la Figura 1.1, donde se trata un defecto en la
orbita ocular con un implante de CPC.

Figura 1.1: Izquierda: Créaneo con un defecto en el reborde orbitario. Derecha: Implante de

fosfato de calcio bifdsico impreso e insertado con una precisién de ajuste adecuada. Extraido
de [21].

Los tipos de tejidos 6seos se diferencian en su estructura macroscopica y microscopi-
ca sin un limite discreto definido [22]. El hueso cortical es la capa exterior mds densa de la
estructura, con una porosidad de 5-13 % y poros del orden de decenas de micrones, mientras
que el hueso trabecular es la estructura interna menos densa caracterizada por tener una poro-
sidad macroscépica interconectada (30 % a 90 %) con poros del orden de cientos de micrones,
morfologia que permite la vascularizacidn e infiltracién de células [23,24]. Utilizar una pasta
cerdmica para obtener una estructura que reproduzca la porosidad jerdrquica e interconectada
del hueso y que no afecte a la biocompatibilidad del producto estd limitada por los procesos
tradicionales de conformado de la industria cerdmica. Por este motivo, se ha propuesto explorar
el drea de la manufactura aditiva, utilizando la impresién 3D basada en extrusion usando pastas
cerdmicas como “tintas” para imprimir un andamio biomimético [7,25, 26].
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Para favorecer la inyectabilidad y extrudabilidad de la pasta, se estudian aditivos que mo-
difiquen la viscosidad y tiempo de fraguado [27-30]. La comprension de la reologia del sistema
determina los pardmetros de viscosidad y tiempo que definen la ventana de procesamiento de
un andamio conformado por impresion 3D, pudiendo correlacionar la fidelidad de impresion
con la viscosidad de la pasta [31,32]. La Figura 1.2 describe el endurecimiento de una pasta de
fosfato de calcio mediante la evolucion de la viscosidad (1*) en el tiempo, sefialando estadios
de fécil inyeccion por baja viscosidad (periodo de inyeccidn), periodo de pasta manipulable
pero inyeccion dificil (periodo de manipulacion) y crecimiento exponencial de la viscosidad
por solidificacién (periodo de fraguado) [33].
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Figura 1.2: Representacion esquemadtica de la cinética de fraguado del cemento de brushita
y la evolucion en el tiempo de las propiedades viscoelésticas lineales. Extraido y modificado
de [33].

El profundo estudio de este sistema como alternativa a los métodos actualmente usados
para la reparacion del tejido 6seo es de importancia para el avance de la tecnologia médica por
presentar una reaccion de fraguado poco exotérmica respecto a la polimerizaciéon del PMMA
[16], y por presentar similitud quimica y bioldgica con el tejido 6seo [34].

1.2 Marco Teorico

1.2.1 Ingenieria de tejidos y biomateriales

La ingenieria de tejidos es la ciencia interdisciplinaria que estudia la fabricacion de dis-
positivos implantables que asistan a tejidos dafiados durante su regeneracion o reemplacen su
funcion, buscando minimizar los transplantes y los problemas inmunoldgicos asociados [35].

Para fabricar un dispositivo implantable en un organismo, se seleccionan materiales que
sean inertes o que tengan una respuesta favorable dependiendo de su aplicacion. Un biomaterial



es aquel material disefiado para interactuar con sistemas bioldgicos [36].

Histéricamente, se ha propuesto reparar el tejido 6seo danado rellenando el defecto con
biomateriales como el polimetilmetacrilato (PMMA), ceramicos de fosfato de calcio, vidrio
bioactivo, sulfatos de calcio y compuestos de fosfato de calcio autocementantes (CPC) [37].
También, se ha explorado implantar una estructura (andamio) que funcione de soporte para la
proliferacion de células 6seas. Estos andamios pueden ser fabricados con materiales metalicos,
poliméricos y ceramicos [38]. Entre los materiales usados actualmente para regeneracion dsea,
destacan las pastas de fosfatos de calcio por formar estructuras similares quimica, mecénica y
morfologicamente al hueso, ademds de presentar la capacidad de formar hidroxiapatita en su
superficie en medio biolégico [39].

1.2.2 Pastas de fosfato de calcio

Las pastas de fosfato de calcio han sido ampliamente estudiadas como materiales para
relleno 6seo debido a su biocompatibilidad, bioactividad y capacidad de reabsorcién [17,40].
En el estudio de estos sistemas, se busca obtener materiales cerdmicos implantables con pro-
piedades mecdnicas similares al hueso (ver Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Propiedades mecdnicas del hueso cortical y trabecular. Extraido de [19].

Hueso Modulo de elasticidad (E) | Resistencia a compresion
Cortical 7-30 GPa 160-190 MPa
Trabecular 50-500 MPa 1,9-10 MPa

Una caracteristica clave de las pastas de fosfato de calcio es la porosidad intrinseca que
poseen, cualidad que disminuye la resistencia mecdanica final pero favorece a procesos de ab-
sorcion por el organismo y bioactividad por incremento de superficie [41].

Composicion y materias primas

Se han desarrollado diversas composiciones de pastas de fosfato de calcio, siendo las més
comunes aquellas basadas en fosfato tetracalcico y fosfato dicalcico anhidro (TTCP/DCPA,
Cay(PO,4),0/CaHPO,), fosfato a-tricalcico (a-TCP, Caz(POy,),), y fosfato [S-tricdlcico y fos-
fato monocalcico monohidratado (5-TCP/MCPM, Cas(PO,),/Ca(H,PO,), - H,O) [13,42-44].
Dentro de esta variedad, el sistema S-TCP/MCPM se destaca por su rapidez de fraguado res-
pecto al TTCP/DCPA (entre 80 y 160 segundos), el bajo costo y estabilidad de los reactivos
involucrados [14, 28].

Reaccion quimica de cementado

La reaccidén de fraguado del sistema S-TCP/MCPM estd determinada por la interaccién
entre los fosfatos de calcio en un medio acuoso de pH 4cido para formar fosfato dibdsico de
calcio dihidratado (DCPD, CaHPO, - 2H,0) [45]:

B-Cag(PO4)2 + C&(HQPO4)2 . HQO + 7HQO — 4 C&HPO4 -2 HQO (11)



El endurecimiento de la pasta es atribuido al crecimiento y entrelazamiento de cristales
de DCPD [46]. Este compuesto, también conocido por su nombre mineral brushita, es biocom-
patible y puede ser reabsorbido por el organismo. Al implantarse una pasta 6sea formadora de
brushita, esta se degrada en pocos meses y favorece la formacién de hidroxiapatita, reempla-
zando el material por hueso nuevo [39,47].

En materiales cementicios, la opacidad es un indicador indirecto del grado de fraguado.
En la transicion de fase liquida a s6lida, se generan microestructuras que aumentan la dispersion
de luz, reduciendo la transmitancia y maximizando la opacidad superficial. La evolucién de la
opacidad en cementos de fosfato de calcio puede monitorearse mediante el andlisis de reflexion
difusa durante el fraguado, permitiendo estimar el tiempo inicial de fraguado [48].

Aditivos

Un hidrogel es un material polimérico que se hincha en agua y forma una estructura tridi-
mensional a partir de reacciones de entrecruzamiento [49]. Se ha demostrado que el agregado
de hidrogeles biocompatibles a la pasta, previo al fraguado, aporta una componente viscosa sig-
nificativa que favorece a la manipulacion e inyectabilidad de la misma, asi como la cohesividad
entre particulas durante la reaccion [19]. Entre los hidrogeles estudiados en el campo se en-
cuentran el quitosano [50,51], alginatos [52], coldgeno [53] y 4cido hialurénico [54]. El 4dcido
hialurénico, ademads de contribuir a la reologia del sistema, aumenta el mdédulo de compresion
e induce a la regeneracion dsea [55].

Es ideal ajustar el tiempo de fraguado de la pasta a valores manejables en un entorno
quirtdrgico (5 a 10 minutos) [28]. Para controlar la cinética de la reaccion de fraguado, es po-
sible agregar aditivos que inhiban o retrasen la formacién de la brushita tales como sulfatos y
pirofosfatos de calcio [27], sulfatos de sodio [29], 4cido fitico [30], citrato de sodio [56], 4cido
citrico [57] y vidrio bioactivo [58].

El vidrio bioactivo o biovidrio (BG) es un compuesto cerdmico formulado para estimular
la regeneracion de tejidos dseos. La liberacion de iones de calcio al medio logran la precipita-
cion de hidroxiapatita, favoreciendo la adhesion entre la interfaz del tejido y un implante [59].
Su composicién mds utilizada en el &mbito clinico es la denominada 45S5, compuesta por 45 %
Si0,, 24,5 % Na,O, 24,5 % CaO, 6 % P,05 [60]. Su uso como aditivo en CPCs ha sido exten-
samente estudiado por su desempeiio como inductor de formacién de hueso, ademds de retrasar
la reaccion de fraguado [20, 58].

1.2.3 Impresion 3D

La impresion 3D con biomateriales es un proceso de conformado donde un cabezal mé-
vil deposita biomaterial sobre un sustrato (cama) siguiendo un disefio asistido por computadora
para posterior uso en un entorno bioldgico [25]. La impresion basada en extrusion consiste en
la deposicién de un liquido viscoso, cominmente llamado “tinta” [61, 62], mediante el accio-
namiento controlado de un piston, fuerza neumatica o tornillo sin fin (Figura 1.3), para luego
endurecer por reacciones a luz UV, cambios térmicos o quimicos [63].
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Figura 1.3: Representacion esquemadtica de técnicas de impresion 3D basada en extrusion. Ex-
traido y modificado de [64].

Entre los pardmetros ajustables de la impresion 3D basada en extrusion inherentes al
equipo, resaltan la velocidad de impresion o cantidad de material depositado por unidad de
tiempo, el didmetro de la boquilla de extrusion, temperatura de la tinta y de la cama, y porcen-
taje de relleno del impreso. Respecto a la tinta, el pardmetro mds importante es la viscosidad y
viscoelasticidad, determinante de un dptimo desempefio para reproducir fielmente el disefio a
imprimir.

Para comparar el desempeno de una tinta respecto a otra, es importante definir pardme-
tros medibles y con significado fisico. Un pardmetro caracteristico del proceso es la fidelidad
de impresion (Pr), donde un valor de Pr = 1 indica una 6ptima fidelidad de impresion [65].
Existen distintos métodos para determinar cuantitativamente la fidelidad de impresion, donde
se calculan relaciones entre el impreso y el disefo tedrico (Figura 1.4). Es posible también eva-
luar cualitativamente la fidelidad de impresion observando la reproducibilidad del conformado

de un impreso [62].
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Figura 1.4: Representacion esquematica de distintos ensayos de determinacion de fidelidad de
forma en impresion 3D. Extraido y modificado de [65].

En el proceso de impresion 3D toman importancia pardmetros como la fuerza necesaria
para extruir la tinta a través de la boquilla, la continuidad del extruido por cohesién del fluido
y la capacidad de mantener la forma durante la solidificacién, la adhesion de la primera capa al
sustrato y la union entre capas [66,67]. La Figura 1.5 es una representacion esquematica que
muestra el efecto de la viscosidad de la tinta en la geometria del impreso obtenido, donde la
viscosidad Optima permite imprimir un trazo continuo de material depositado que conserva la
forma hasta solidificar.
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Figura 1.5: Evaluacion de fidelidad de impresion en tres condiciones de viscosidad. Extraido y
modificado de [67].

1.3 Objetivos

Objetivos generales

Evaluar y comparar las propiedades mecdnicas, morfoldgicas y reoldgicas de pastas de
fosfato de calcio formuladas para ser utilizadas en la impresién de andamios para regenera-
cién 6sea. Determinar la pasta 6ptima en términos de fidelidad de impresion y propiedades
mecdnicas.

Objetivos especificos

- Disenar, elaborar y caracterizar la reologia de pastas con diferentes proporciones de un
hidrogel de 4cido hialurénico cargado con particulas de 5-TCP, MCPM y BG.

- Obtener estructuras 3D impresas con precision y evaluar su respuesta mecdnica y morfo-
l6gica.

- Comparar las propiedades mecdnicas y morfolégicas de los andamios obtenidos mediante
impresion 3D basada en extrusion con diferentes formulaciones de tinta.



Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1 Materiales

Fosfato monobdsico de calcio monohidratado (MCPM, Ca(H,PQ,), - H,0) y fosfato (-
tricalcico (8-TCP, Caz(PO,),), ambos de Sigma-Aldrich; dcido hialurénico de alto peso mole-
cular (HA), provisto por la distribuidora Van Rossum S.A.; 4cido citrico anhidro (C¢HgO7) de
Parafarm; hidréxido de potasio en pellets (KOH) de Biopack; sulfato de calcio hemihidratado
(yeso de Paris, CSH, CaSO, - %HQO); biovidrio 4555 (BG, 45 % SiO,, 24,5 % Na,0, 24,5 %
CaO, 6 % P,0:s); y citrato de sodio dihidratado (NazCeHs07 - 2 H,0).

2.2 Evaluacion de aditivos retardantes del fraguado

Para evaluar el efecto retardante del fraguado de distintos aditivos, se mezclaron manual-
mente los polvos de S-TCP (60 m/m %) y MCPM (40 m/m %) en placas de Petri usando una
espdtula (mezcla base). Se agregé HA (3 m/m % de la mezcla base) como agente viscosante,
integrando con espdtula a la mezcla. Luego, se hidraté esta mezcla con aditivos en soluciones
acuosas (ver Tabla 2.1) con una relacién liquido-sélido fija de 0,330 cm?/g, agitando manual-
mente con espdtula hasta obtener una mezcla homogénea. Cada pasta formulada adopt6 el
nombre indicado en la misma tabla, relacionado al aditivo utilizado.

2.3 Preparacion de tintas seleccionadas para impresion 3D

En placas de Petri, se formularon pastas con distintos aditivos: dcido citrico 0,25 M, dcido
citrico 0,50 M y pasta con citrato de sodio 0,25 M y biovidrio (A25, A50 y C4, respectivamente)
segln lo descrito en la Seccién 2.2. Las pastas recién formuladas fueron transferidas inmedia-
tamente a jeringas de 1 ml con una espétula para su uso en un proceso de impresién 3D basada
en extrusion. Al ser pastas de alta componente viscosa, se imposibilita la extrusion a través de
la aguja de mayor didmetro interno disponible en el laboratorio (calibre G21, didmetro interno
de 514 pm). Para lograr la extrusion aplicando una fuerza menor sobre el émbolo, se fabricaron
boquillas de impresion de didmetro interno superior a 1 mm a partir de puntas para micropipeta
de 200 pl cortadas a medida (Figura 2.1). El conjunto de jeringa y boquilla fue denominado
“cartucho de impresion” (Figura 2.2).



Tabla 2.1: Aditivos evaluados como retardantes de la reaccion de fraguado.

Pasta | Aditivo Concentracion
AO | Agua desionizada -
A10 | Acido citrico 0,10 M
A25 | Acido citrico 025M
AS50 | Acido citrico 0,50 M
C4 | Citrato de sodio* + biovidrio™* 025M
C5 | Citrato de sodio 0,50 M
K5 | Citrato de potasio 0,50 M
KO | Citrato de potasio, saturado con KOH 0,50 M
NO9 | Cloruro de sodio 0,9 m/m %
N14 | Cloruro de sodio 14 m/m %
S10 | Sulfato de calcio hemihidrato*** 10 m/m %

*: Se agreg6 2 m/m % de HA a la mezcla base.
*¥: El reactivo fue agregado en polvo a la mezcla base en proporcion 2.7 m/m % de la mezcla

base.

**%; El reactivo fue agregado en polvo a la mezcla base, luego hidratado con agua desionizada.

Figura 2.1: Boquillas de impresion, distintos didmetros internos. De izquierda a derecha: Tip
para micropipeta de 200 pl nuevo, boquilla de 1 mm, boquilla de 2 mm y boquilla de 2,5 mm.

Figura 2.2: Cartucho de impresion. Jeringa de 1 ml con boquilla de 1 mm.



2.4 Impresion 3D de pastas

Se insertaron los cartuchos cargados con las tintas preparadas en la Seccién 2.3 en el ca-
bezal de extrusion de la bioimpresora Life SI, modelo 3DRes V3.0 (Figura 2.3). La impresora
cuenta con una camisa calefactora en el cabezal izquierdo que permite controlar la temperatura
de la pasta en el proceso. Se realizaron pruebas de impresion de grillas (Figura 2.4) a tempe-
ratura ambiente utilizando boquillas de 1 mm, 2 mm y 2,5 mm de didmetro interno. La altura
entre capas se definié como el 60 % del didmetro interno de la boquilla.

Figura 2.3: Bioimpresora LifeSI, modelo 3DRes V3.0, con cartucho cargado en el cabezal
derecho.

Z [mm]

0.0 4

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
X [mm]

Figura 2.4: Modelo de grilla para célculo de fidelidad de impresién con boquilla de 2 mm de
didmetro interno.
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2.5 Caracterizacion

2.5.1 Materias primas

Fosfato monobasico de calcio monohidratado

Se realiz6 una investigacion de importancia para el trabajo referente a la composicion del
fosfato de calcio monobasico monohidratado (MCPM) tal como se suministra por dos provee-
dores, Sigma-Aldrich y Biopack. Este estudio se motiva en determinar si algin contaminante
retrasa la reaccion de fraguado en algunas mezclas de S-TCP/MCPM en agua desionizada
(0.330 cm?/g), al obtener tiempos de fraguado notablemente distintos segtin el proveedor del
compuesto.

Para este estudio, se realizaron ensayos de solubilidad en agua, medicién de pH, andlisis
termogravimétrico (ATG), térmico diferencial (ATD), y difraccién de rayos X (DRX) de los
polvos.

Los ensayos de solubilidad y medicién de pH con tiras de papel indicador se realizaron
mezclando 2 mg de cada muestra en 2 ml de agua desionizada a 25 °C. Los ensayos ATG y
ATD fueron realizados en simultdneo usando 10 mg de cada muestra y realizando un barrido
desde 25 °C hasta 400 °C a una tasa de 10 °C/min, en un flujo de 20 ml/min de aire en un
Analizador Térmico Shimadzu, modelo DTA-50 del Departamento Fisica de la Materia Con-
densada, Gerencia Investigacion y Aplicaciones, GAIDI - CAC - CNEA. El ensayo de DRX se
realizé con una fuente de radiacién Cu Ko (A = 1,5406 10\) monocromada en un Difractémetro
Panalytical, modelo Empyrean con Detector PIXCEL3D, del Laboratorio de Difracciéon de Ra-
yos X, Departamento Fisica de la Materia Condensada, Gerencia Investigacion y Aplicaciones,
GAIDI - CAC - CNEA. Los patrones de difraccion de rayos X fueron analizados utilizando el
software de acceso libre QualX2.0 [68].

Fosfato [-tricalcico

Para determinar la estructura cristalina y composiciéon del compuesto, se analizé una
muestra de S-TCP (tal como se suministra por el proveedor) por difraccién de rayos X (DRX).

2.5.2 Inspeccion visual del fraguado

Con el objetivo de seleccionar las pastas que presenten un fraguado mads lento para faci-
litar su manipulacién y procesabilidad desde la formulacién hasta la aplicacién, se registro el
tiempo de fraguado inicial de las pastas formuladas en la Seccion 2.2 observando el cambio de
opacidad de la superficie de 500 il de mezcla en un portaobjetos de vidrio bajo una luz LED
blanca. También, se tomé nota de las caracteristicas fisicas observables de cada pasta durante
la reaccién de fraguado.

2.5.3 Caracterizacion reolégica

La reologia es el estudio del comportamiento de un fluido frente a un esfuerzo aplicado.
En un ensayo oscilatorio en redmetro se mide el torque necesario para deformar un material a
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una velocidad angular (w) y desplazamiento angular (¢) determinados, pardmetros que estable-
cen una relacion entre esfuerzo cortante (7) y deformacion angular () [69].

El angulo de fase delta () describe el desfase temporal entre la deformacion aplicada y la
respuesta del material. Este parametro se relaciona con el médulo de almacenamiento (G”) que
representa la energia elastica recuperable que el material puede guardar durante la deformacion,
componente sélida, y el médulo de pérdida (G”) que cuantifica la energia disipada como calor
durante el flujo, componente viscosa [33,69]. Se expresa como:

i

tan(d) = e (2.1)

El esfuerzo cortante aplicado al material, expresado en funcién de las contribuciones
elésticas y viscosas, se define como:

7 = G'(w)7o sin(wt) + G" (w)vo cos(wt) (2.2)

donde 7y, es la amplitud de deformacion angular [69].

Cuando el médulo de almacenamiento G’ es mucho mayor que G” el material tiene un
comportamiento predominantemente sélido, observado en pastas de fosfato de calcio estudia-
das en bibliografia [70,71].

Para caracterizar las propiedades reoldgicas de las pastas, se estudié el cambio de médulo
de almacenamiento respecto al tiempo durante el fraguado y el efecto del mezclado en las
propiedades determinadas.

Las muestras de pasta fueron caracterizadas reoldgicamente utilizando un redmetro hi-
brido TA Instruments, modelo Discovery HR-3. Se emple6 una geometria de platos paralelos
con un dispositivo de reduccion de area (Figura 2.5) para utilizar una superficie circular de 20
mm de didmetro y ensayar menor cantidad de material. Las superficies de contacto con la pasta
fueron recubiertas con papel de lija grano 100 para evitar deslizamientos. Se establecié una
separacion entre platos (gap) de 1000 pum. El ensayo se configuré en modo oscilatorio a una
frecuencia fija de 1 Hz y una deformacién de 0,01 % de la separacién entre platos. Las medi-
ciones se realizaron a 25 °C con cinco réplicas por cada tipo de pasta. A partir de las curvas
de G’ en funcion del tiempo, se determind el tiempo de fraguado inicial extrapolando la region
lineal a la abscisa (onset), y la tasa de fraguado promedio definida como la pendiente [33].
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Geometria de platos paralelos
Dispositivo de reduccién de drea
Papel de lija

Pasta

Papel de lija

Figura 2.5: Representacion esquemadtica del montaje experimental de ensayos reolégicos en
redmetro con geometria de platos paralelos y dispositivo de reduccion de drea. Imagen generada
con IA.

En materiales cementicios, se produce una disminucién de la viscosidad por rotura de la
estructura interna ante la accién de esfuerzos externos, efecto denominado ‘“descomposicion
tixotrépica” [70, 72]. Para evaluar el efecto del tiempo y velocidad de mezclado de la pasta
en la tasa de fraguado, se configur6 un ensayo de flujo para mezclar las pastas utilizando la
geometria previamente descrita, separacion de 1000 pm, velocidad angular constante y tiempo
de mezclado definido segun la Tabla 2.2. Posterior al ensayo de flujo, se reposé la pasta por 20
segundos y se inicié un ensayo oscilatorio con pardmetros iguales a los anteriores. Todos los
ensayos se realizaron a 25 °C.

Tabla 2.2: Pardmetros de tiempo y velocidad seleccionados para los ensayos de mezclado en
redmetro.

Condicién | Tiempo (s) | Velocidad angular (RPM)
1 815 4
2 815 30
3 815 60
4 815 120
5 1222 4
6 1630 4

Previo a la carga en el reémetro en todos los ensayos, las muestras fueron homogeneiza-
das mediante mezclado manual con espatula. Los ensayos reoldgicos se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Biomateriales, Biomecanica y Bioinstrumentacién (Lab3bio), ITECA -
UNSAM.
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2.5.4 Fidelidad de impresion

Para evaluar el desempeiio de las pastas en un proceso de impresion 3D basada en extru-
sion, se realizo un procedimiento de determinacion de fidelidad de impresion a partir de grillas
impresas segtn la Seccién 2.4 con distinto didmetro de boquilla y altura inicial. La fidelidad de
impresion fue determinada mediante relaciones geométricas segun la relacion:

Pr=L?/16A (2.3)

Esta ecuacion relaciona el area A de un hueco cuadrado con su perimetro L, evaluando la
circularidad del hueco [62,65]. Se obtuvieron imagenes de las grillas y se analizaron los huecos
internos utilizando el software de andlisis de imagen ImageJ [73], calculando la fidelidad de
impresion promedio por muestra.

2.5.5 Caracterizacion morfologica

Se caracterizaron por DRX las pastas después del fraguado para determinar la fase pre-
dominante, composicion quimica, estructura cristalina formada, presencia de fase amorfa y de
fases precursoras en el producto.

Se observaron en microscopio electronico de barrido (MEB) las superficies expuestas al
aire y superficie de fractura de muestras de las pastas fraguadas. Para analizar las superficies de
fractura y estructura interna, las muestras fueron fracturadas con una espdtula metélica a tem-
peratura ambiente. Previo a la microscopia, las muestras fueron metalizadas por pulverizacion
catddica en un metalizador Quorum, modelo Q150TS Plus con catodo de oro. Las muestras fue-
ron observadas en el microscopio FEI Quanta 200 del Laboratorio de Microscopia Electrénica,
Gerencia de Materiales, CAC - CNEA. Para medir los tamafos caracteristicos de las estructu-
ras cristalinas, se analizaron las imdgenes obtenidas por MEB mediante el software de andlisis
de imagen ImagelJ. Utilizando la escala proporcionada por el microscopio como referencia, se
midieron manualmente tanto el didmetro de los poros visibles en la superficie de fractura como
el largo de las estructuras cristalinas, con el fin de comparar el orden de magnitud de estas
medidas entre las distintas muestras.

2.5.6 Caracterizacion mecanica de pastas fraguadas

Para determinar la resistencia a la compresion y médulo de elasticidad de las pastas, se
realizaron ensayos de compresion uniaxial. Se fabricaron probetas cilindricas de las pastas con
dimensiones de 7 mm de didmetro y 14 mm de altura. Para su conformacion, se utilizaron
moldes hechos con tubos de acrilico cortados longitudinalmente para facilitar el desmolde, y
se aseguraron caras plano-paralelas mediante tapas de vidrio.

Las probetas fueron sometidas a un ensayo de compresion uniaxial con velocidad cons-
tante de 0,5 mm/min en una méquina universal de ensayos Instron, modelo 5500R equipada
con una celda de carga de 500 kgf del Laboratorio SUR-100, Gerencia de Materiales, CAC -
CNEA. Se ensayaron 5 réplicas por pasta.
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Capitulo 3

Resultados

3.1 Materias primas

Las muestras de MCPM fueron nombradas MCPM-S (fosfato de calcio monobdasico mo-
nohidratado, puro, Sigma-Aldrich) y MCPM-B (fosfato de calcio monobdsico monohidratado,
puro, Biopack).

La muestra MCPM-S se disolvi6 en agua sin requerir agitacion, formando una solucién
transparente. La muestra MCPM-B se disolvi6 parcialmente formando una suspension con gran
parte del soluto decantado, solucién con turbidez blanca al mezclar. La medicion del pH de las
soluciones fue 2 para la muestra MCPM-S y 5 para la muestra MCPM-B.

100

95

90

TGA (% masa)

85 4

80 -
— MCPM-S
— MCPM-B

75 T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Figura 3.1: Andlisis termogravimétrico de muestras de MCPM de dos proveedores, Sigma-
Aldrich (azul) y Biopack (verde).

El diagrama de ATG de la muestra MCPM-S present6 tres eventos marcados de pérdida
de masa. El diagrama correspondiente a la muestra MCPM-B solo mostré un evento de pérdida
de peso por debajo de 100 °C. Una comparacién de ambas curvas termogravimétricas (Figura
3.1) evidencia la diferencia en la historia térmica de ambas muestras. Las curvas obtenidas por

ATG y ATD de ambas muestras se presentan en el Anexo A.
Para determinar la composiciéon de ambas muestras, se realizé una difraccién de rayos X.

Los patrones obtenidos se muestran superpuestos en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Patrones de difraccion de rayos X, MCPM de Sigma-Aldrich (rojo) y MCPM de
Biopack (azul).

Al comparar los patrones de difraccién con la base de datos de QualX2.0, se encontrd que
la fase cristalina de la muestra de Sigma-Aldrich comparte picos caracteristicos con el fosfato
monobadsico de calcio monohidratado (ver Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Picos caracteristicos de difraccion de rayos X experimentales (muestra Sigma-
Aldrich) y MCPM (Ca(H2POy,),-H>0). Valores tedricos de [74].

Angulo 260 Exp. (°) | Angulo 26 Teé. (°) | Plano (hkl)
7,46 7,52 (010)
22,79 22,87 (120)
24,03 24,09 (021)

El patrén de difraccion de la muestra de Biopack comparte picos caracteristicos con el
del fosfato de calcio dibasico anhidro o monetita (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Picos caracteristicos de difraccidon de rayos X experimentales (muestra Biopack) y
monetita (CaHPO,). Valores tedricos de [75].

Angulo 260 Exp. (°) Angulo 20 Tedb. (°) | Plano (hkl)
26,34 26,42 (020)
26,57 26,58 (220)
30,14 30,18 (112)

Para caracterizar la composicion y estructura cristalina del polvo de S-TCP, se realiz6
una difraccion de rayos X (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Patrén de difraccion de rayos X, 5-TCP.

Comparando los picos obtenidos con la base de datos de QualX2.0, se encontré que
el difractograma coincidia con el reportado para el 3-TCP [68], confirmando que el reactivo

presentaba la fase cristalina esperada. LLa comparacién de picos caracteristicos se encuentra en
la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Picos caracteristicos de difraccion de rayos X experimentales (muestra de 3-TCP) y
picos esperados de 5-TCP (Cag(PO,)2). Valores tedricos de [68].

Angulo 26 Exp. (°) | Angulo 26 Te6. (°) | Plano (hkil)
27,70 27,78 (0210)
30,93 31,01 (2134)
34,27 34,35 (2240)

3.2 Aditivos retardantes de fraguado

Para realizar un andlisis cualitativo del tiempo de fraguado promedio, se inspecciond
visualmente la evolucion de pastas con distinta composicioén. En la Tabla 3.4 se encuentran las
observaciones sobre la consistencia, tiempo de fraguado y comportamiento mecénico de las
pastas formuladas.
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Tabla 3.4: Observaciones de consistencia, tiempo de fraguado y comportamiento mecanico en
pastas con distintos aditivos.

Composicion Tiempo d(? fraguado Observaciones

aproximado

Agua desionizada 90 s Comportamiento similar al cemento blan-
co comercial.

Acido citrico 0,10 M 5 min Retrasa levemente la hidratacién del HA.
Pasta con elasticidad superior al resto, de
dificil manipulacién.

Acido citrico 0,25 M 9 min Retrasa el fraguado y la hidratacién del
HA. Resistencia al rayado con espatula
superior a la pasta con mayor concentra-
cién de 4cido citrico y al sistema con agua
desionizada.

Acido citrico 0,50 M 25 min Retrasa tanto el fraguado como la hidrata-
cién del HA.

Citrato de sodio 0,50 M - Pasta de consistencia arenosa, sin cohesi-
vidad.

Citrato de sodio 0,25 M 18 min Viscosidad mads alta que el resto a un mis-

+ biovidrio mo tiempo.

Citrato de potasio 0,50 9 min Retardante del fraguado, no de la hidrata-

M cién del HA. Se forma un gel a los pocos
segundos de mezclado.

Citrato de potasio 0,50 9 min Presenta cambios dimensionales impor-

M saturado con KOH tantes durante el fraguado.

Cloruro de sodio 0,9 - Comportamiento similar a citrato de sodio

m/m % 0,50 M.

Cloruro de sodio 14 - Comportamiento similar a citrato de sodio

m/m % 0,50 M.

Sulfato de calcio <3 min Pasta eldstica similar a la de 4cido citrico

hemihidrato 10 m/m % 0,10 M.

El sistema con agua desionizada se utilizé como control. El tiempo de fraguado aproximado del resto se midi6
como la diferencia respecto al control.

A partir de estas observaciones, se seleccionaron tres pastas para su analisis como posi-
bles tintas para impresion 3D: las pastas con 4cido citrico 0,25 M (A25), acido citrico 0,50 M
(AS50) y el sistema con citrato de sodio 0,25 M y biovidrio (C4).

3.3 Propiedades reoldgicas de las pastas durante el fraguado

Se realizé un estudio cuantitativo de la tasa y tiempo inicial de fraguado a las pastas
seleccionadas en la seccion anterior. En la Figura 3.4 se muestran las curvas representativas
obtenidas en el ensayo oscilatorio para las pastas A25, A50 y C4, con los pardmetros indicados
reportados en la Tabla 3.5. Todas las curvas obtenidas se encuentran en el Anexo B.
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Figura 3.4: Evolucion del proceso de fraguado de pastas con distinta concentracién de acido
citrico y sistema con citrato de sodio y biovidrio, evaluado con ensayo oscilatorio en reémetro
a partir de analizar cambios el médulo de almacenamiento G’ en funcién del tiempo.

Tabla 3.5: Parametros reologicos de pastas para relleno 6seo: sistema con écido citrico 0,25 M
(A25), sistema con &cido citrico 0,50 M (A50) y sistema con citrato de sodio y biovidrio (C4).

Muestra | Tiempo de fraguado (s) | Tasa de fraguado (kPa/s)
A25 330 + 30 37,5+ 0,7
A50 500 + 40 25,2+0,2
C4 170 £ 10 45,5+ 0,3

Al comparar las pastas con diferente concentracion de 4cido citrico puede observarse
un decremento en la tasa de fraguado al aumentar la concentracién. También se observd un
incremento del tiempo de fraguado con la concentracion de 4cido citrico.

El sistema con citrato de sodio y biovidrio presentd una tasa de fraguado mayor al resto,
y un tiempo de fraguado menor. El pie de la curva correspondiente a esta pasta no fue regis-
trado por el ensayo debido al tiempo de carga de la muestra al reémetro, superior al tiempo de
fraguado.

Para simular distintas condiciones de tiempo y velocidad de mezclado previo de las pastas
y evaluar su efecto en la tasa de fraguado, se realizaron ensayos reolégicos oscilatorios con
distintas condiciones iniciales. Las curvas obtenidas en los ensayos con variacion de velocidad
y tiempo inicial de mezclado se presentan en las Figuras 3.5 y 3.6.
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Figura 3.5: Efecto de la velocidad de mezclado en el comportamiento reoldgico de pastas para
relleno 6seo. Pastas de 5-TCP/MCPM con 4cido hialurénico y 4cido citrico 0,25 M (a), 4cido
citrico 0,50 M (b) y sistema de citrato de sodio y biovidrio (¢). Médulo de almacenamiento G’
en funcién del tiempo.
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Figura 3.6: Efecto del tiempo de mezclado en el comportamiento reoldgico de pastas para
relleno 6seo. Pastas de 5-TCP/MCPM con 4cido hialurénico y 4cido citrico 0,25 M (a), acido
citrico 0,50 M (b) y sistema de citrato de sodio y biovidrio (c). Médulo de almacenamiento G’

en funcion del tiempo. .



Tabla 3.6: Efecto de la velocidad y el tiempo de mezclado en la tasa de fraguado (kPa/s), pasta
A25.

Tasa de fraguado (kPa/s) | Os | 815s | 12225 | 1630 s
0 RPM 37,5 - - -
4 RPM - 29,6 11,6 2,4
30 RPM - 20,3 - -
60 RPM - 4,2 - -

Tabla 3.7: Efecto de la velocidad y el tiempo de mezclado en la tasa de fraguado (kPa/s), pasta
AS0.

Tasa de fraguado (kPa/s) | Os | 815s | 12225 | 1630 s
0 RPM 25,2 - - -
4 RPM - 31,8 | 474 10,3
60 RPM - 33,8 - -
120 RPM - 19,8 - -

Tabla 3.8: Efecto de la velocidad y el tiempo de mezclado en la tasa de fraguado (kPa/s), pasta
C4.

Tasa de fraguado (kPa/s) | Os | 815s | 12225 | 1630 s
0 RPM 45,5 - - -
4 RPM - 7,1 - 3,3
30 RPM — 0,7 — _
60 RPM - 0,1 - _

En las pastas ensayadas, la velocidad de mezclado creciente disminuye la tasa de fraguado
y el médulo alcanzado en el tiempo de ensayo, C4 es mds sensible a esta tendencia. En los
ensayos a velocidad superior a 60 RPM se observé material desplazado fuera de la geometria
(Figura 3.7), afectando la medicién al tener una superficie de contacto menor entre la pasta y la
geometria del reémetro.
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Figura 3.7: Ensayo reoldgico con variacién de velocidad de mezclado, etapa de mezclado a 120
RPM. Puede notarse material despedido de la geometria por la velocidad del ensayo.

El tiempo de mezclado significé una disminucion de la tasa de fraguado y el médulo
de almacenamiento alcanzado en el tiempo de ensayo, siendo el efecto notorio después de los
1222 segundos.

3.4 Fidelidad de impresion

Para cuantificar el desempefio de las pastas en un proceso de impresion 3D basada en
extrusion, se calculd la fidelidad de impresién (Pr) en distintas condiciones. Se obtuvieron
grillas impresas con las pastas cerdmicas con 4cido citrico 0,25 M, 4cido citrico 0,50 M y
sistema con citrato de sodio y biovidrio. Se calculé Pr para 5 grillas (ver Tabla 3.9).

Tabla 3.9: Pardmetros de impresion y fidelidad de impresion (Pr) medida en grillas de pastas
para relleno 6seo. Los aditivos utilizados fueron: 4cido citrico 0,25 M (A25), 4cido citrico 0,50
M (AS50) y citrato de sodio y biovidrio (C4). Donde d es el didmetro interno de la boquilla, h
es la altura de la primera capa y el tiempo es el transcurrido desde la formulacién de la pasta
hasta la impresion.

Pasta | d (mm) | Tiempo (min) | h (mm) | Pr
A25 2 3 2 1,07
A25 2 7 1 1,56
A50 1 12 1 1,01
A50 2 15 2 1,03

C4 2 5,75 2 1,21

Se encontraron valores de fidelidad de impresiéon Pr > 1 en todas las grillas evaluadas,
donde la grilla impresa con boquilla de 1 mm tuvo el valor mds cercano a 1 (Pr = 1,01, Figura
3.8).
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Figura 3.8: Grilla de impresién de pasta con dcido citrico 0,50 M (A50). Pardmetros: d = 1 mm,
h = 1mm, tiempo inicial = 12 min.

La grilla de pasta con 4cido citrico 0,50 M impresa a los 15 minutos de formulacién con
boquilla de 2 mm de didmetro interno (Figura 3.9) muestra una diferencia en el ancho del trazo
de una capa respecto a la otra, y un exceso de material en el punto final del recorrido (esquina
inferior izquierda).

Figura 3.9: Grilla de impresion de pasta con dcido citrico 0,50 M (A50). Pardmetros: d = 2 mm,
h = 2mm, tiempo inicial = 15 min.

En la grilla de pasta con 4cido citrico 0,25 M impresa a los 3 minutos de su formulacién
puede notarse un trazo discontinuo de espesor variable (Figura 3.10).

Figura 3.10: Grilla de impresién de pasta con &cido citrico 0,25 M (A25). Parametros: d =
2mm, h = 2mm, tiempo inicial = 3 min.
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Pudo notarse el barrido de la pasta recién extrudada por la boquilla al configurar una
altura de primera capa menor al didmetro interno de la boquilla, y la detencién de la impresion
antes de finalizar la grilla por falta de pasta (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Grilla de impresién de pasta con &cido citrico 0,25 M (A2S5). Parametros: d =
2mm, h = 1 mm, tiempo inicial = 7 min.

La impresion de la grilla de pasta con citrato de sodio y biovidrio (C4) fue detenida antes
de finalizada por agotamiento de pasta en el cartucho de impresion (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Grilla de impresion de pasta con citrato de sodio y biovidrio (C4). Parametros:
d = 2mm, h = 2mm, tiempo inicial = 5,75 min.

Los eventos de interrupcion por agotamiento de pasta se debieron a multiples impresio-
nes con un mismo cartucho, vaciando la jeringa hasta volimenes inferiores al necesario para
imprimir completamente el modelo.

3.5 Estructura cristalina de las pastas fraguadas

Se estudié mediante difraccion de rayos X (DRX) la composicion y estructura cristalina
de pastas fraguadas por mas de 24 horas al aire, a temperatura ambiente. Se analizaron los
difractogramas obtenidos (Figura 3.13).
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Figura 3.13: Patrones de difraccion de rayos X de distintas formulaciones de pastas Oseas fra-
guadas al aire: pasta A25 (azul), AS0 (naranja) y C4 (verde).

Los difractogramas obtenidos para las tres composiciones estudiadas presentan picos ca-
racteristicos coincidentes. Al contrastarlos con la base de datos de QualX2.0, se encontré coin-

cidencia con los valores reportados para el fosfato dicélcico dihidratado o brushita (ver Tabla
3.10).

Tabla 3.10: Picos caracteristicos de difraccion de rayos X experimentales (pastas A25, A50 y
C4 fraguadas al aire) y brushita (CaHPO4-2H,0). Valores tedricos de [76].

Angulo 260 Exp. (°) Angulo 20 Tedb. (°) | Plano (hkl)
11,58 11,58 (020)
20,87 20,86 (121)
29,23 29,21 (112)

3.6 Morfologia de pastas fraguadas

Las pastas formuladas con 4cido citrico 0,25 M, 4cido citrico 0,50 M y citrato de sodio
0,25 M y biovidrio comparten un aspecto similar al ser inspeccionadas visualmente bajo una
lupa luego del fraguado. El material fraguado es de color blanco opaco y tiene una superficie
rugosa (Figura 3.14). Se observaron pastas fraguadas utilizando un microscopio digital de bajo
aumento, donde se evidencia la irregularidad de la superficie (Figura 3.15).
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Figura 3.14: Aspecto macroscopico, pasta A25 fraguada al aire.

Figura 3.15: Aspecto microscopico después del fraguado, superficie de la pasta C4 extrudada
con jeringa. Puede notarse una superficie irregular.

Para determinar la morfologia del producto obtenido en el fraguado, se observaron mues-
tras de las pastas A25, A50 y C4 en el microscopio electrénico de barrido (MEB). Se fractu-
raron las muestras fraguadas con una espatula previo a la microscopia para analizar tanto la
estructura interna como la formada en contacto con el aire.

Pasta A25

Al examinar la superficie de fractura de la probeta fraguada de pasta con &cido citrico
0,25 M (Figura 3.16a) se evidencian poros internos en el material de didmetros entre 130 y 200
pm. La superficie expuesta al aire (Figura 3.16b) presenta rugosidad y algunos poros. También
se muestran fisuras propagadas desde el sitio de fractura del material.
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Figura 3.16: Imagenes de MEB de la Pasta A25: (a) Superficie de fractura, (b) Superficie ex-
puesta al aire, (c) Morfologias laminar y acicular, (d) Morfologia acicular.

La Figura 3.16c muestra una zona donde se manifiestan dos morfologias, laminar y aci-
cular, en una distribucion y orientacion aleatoria. La Figura 3.16d presenta una ampliacién de
una zona predominantemente acicular, con agujas de 10 a 20 um de largo en orientaciones
aleatorias.

Pasta A50

La superficie de fractura de la probeta fraguada de pasta con 4cido citrico 0,50 M muestra
una gran cantidad de poros en el interior del material (Figura 3.17a), con didmetros entre 100
y 200 pum. La Figura 3.17b muestra la ampliacién de uno de los poros, donde se muestran
estructuras aciculares en toda la superficie del poro.
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(a) (b)

Figura 3.17: Imdgenes de MEB de la Pasta A50: (a) Superficie de fractura, (b) Ampliacion
de poro de seccion circular, (c) Morfologia acicular, (d) Aglomerados de ldminas en forma de
crisantemos.

Una ampliacién de la morfologia acicular muestra agujas de largos entre 20 y 30 ym con
orientacion aleatoria (Figura 3.16¢). En el interior del material, pueden notarse estructuras de
aglomerados de ldminas en forma de crisantemos (Figura 3.17d).

Pasta C4

La superficie de fractura de la probeta fraguada de pasta con citrato de sodio 0,25 M y
biovidrio muestra poros con didmetros entre 100 y 300 ym (Figura 3.18a). Una ampliacién
de la superficie expuesta al aire muestra morfologias laminares y aciculares sin orientaciones
preferenciales y tamafio uniforme (Figuras 3.18b y 3.18c).
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Figura 3.18: Imdgenes de MEB de la Pasta C4: (a) Superficie de fractura, (b) y (c) Superficie
expuesta al aire con morfologia de agujas y ldminas, (d) Morfologia de agujas y ldminas, am-
pliacion.

La Figura 3.18d muestra una magnificacién mayor de la distribucién aleatoria de morfo-
logias laminares y aciculares sin orientacion preferencial, con un largo de agujas de entre 2 'y 6

Jom.

3.7 Propiedades mecanicas

Se determino el comportamiento en compresion de las pastas fraguadas de composiciones
con 4cido citrico 0,25 M, 4cido citrico 0,50 M y pasta con citrato de sodio 0,25 M y biovidrio
(A25, A50 y C4, respectivamente) en probetas cilindricas. Del estudio, se obtuvieron las ten-
dencias de esfuerzo-deformacion representadas en la Figura 3.19. Todas las curvas obtenidas
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se presentan en el Anexo C.
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Figura 3.19: Ensayos de compresion, curvas representativas de pastas A25 (azul), A50 (naranja)

y C4 (verde).Esfuerzo respecto la seccion inicial (ingenieril) en funcion de la deformacion

porcentual respecto al largo inicial.

La resistencia a la compresion de cada muestra fue determinada como el maximo esfuerzo
alcanzado, en valor absoluto. Se calcul6 una regresion lineal en la seccidn recta del grafico para
determinar el médulo de elasticidad en compresion (E) como la pendiente de dicho segmento.
Los valores promedio de cada propiedad mecdnica por material se encuentran en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11: Propiedades mecénicas de las pastas evaluadas.

Muestra | Resistencia a compresion (MPa) | Mdédulo de elasticidad (MPa)
A25 5,494+1,12 710 4+ 227
A50 5,17+ 1,85 678 £+ 219
C4 3,02+£0,92 312 492

Las probetas tendieron a la fractura en planos paralelos a la direccién longitudinal. En el
caso de las probetas A25 y A50, se observé una disminucién de la longitud inicial similar a una
deformacion plastica. Durante los ensayos de compresion, las probetas A25 y A50 presentaron
fisuras visibles, pero mantuvieron su integridad estructural (Figuras 3.20 y 3.21). En contraste,
las probetas C4 tendieron a la falla completa, fracturdndose en multiples fragmentos con poca
o nula cohesién entre ellos (Figura 3.22).
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Figura 3.20: Probetas de pasta A25 antes (izquierda) y después (derecha) del ensayo de com-
presion.

Figura 3.21: Probetas de pasta A50 antes (izquierda) y después (derecha) del ensayo de com-
presion.

Figura 3.22: Probetas de pasta C4 antes (izquierda) y después (derecha) del ensayo de compre-
sion.

32



Capitulo 4
Discusion

El estudio de las pastas de fosfato de calcio revela aspectos fundamentales sobre su micro-
estructura, propiedades mecdnicas y comportamiento reoldgico de importancia para optimizar
su procesamiento y aplicaciones. A partir del estudio de distintos aditivos retardantes de la
reaccion de fraguado disponibles en bibliografia, se seleccionaron las pastas con mayor tiempo
de fraguado para ser caracterizadas y evaluadas como posibles materiales para impresion 3D
de andamios para regeneracion 6sea. El tiempo de fraguado es un pardmetro clave que define la
ventana de procesamiento disponible para el conformado de un impreso 3D, aunque también se
tomo en cuenta la disponibilidad de reactivos y cantidad de trabajos previos avalando el uso de
dichos aditivos en pastas cerdmicas para regeneracion ésea. De los aditivos evaluados, fueron
seleccionadas las pastas formuladas con 4cido citrico (0,50 y 0,25 M) por su elevado tiempo
inicial de fraguado respecto al resto de aditivos. También se selecciond el sistema con citrato
de sodio 0,25 M y biovidrio por tener un tiempo de fraguado alto respecto al resto y conte-
ner particulas de vidrio bioactivo, que ademads de retardar la reaccion de cementado promueve
la formacién de hueso nativo [20, 58]. Estas tres formulaciones fueron evaluadas en aspectos
morfolégicos, reoldgicos y mecanicos.

La caracterizacién de las materias primas demostré ser un aspecto fundamental del es-
tudio. Se encontraron diferencias notables en la solubilidad y pH de las muestras de MCPM
disponible en el laboratorio. El MCPM es el compuesto mds soluble de la familia de fosfatos
de calcio [84] y su pH esperado estd entre 0,1 y 2 [85]. Estas caracteristicas coincidieron con lo
observado en la muestra de Sigma-Aldrich, distinto de lo observado en la muestra de Biopack.

Los andlisis termogravimétricos de la muestra de Sigma-Aldrich confirmaron los tres
eventos tipicos del MCPM: la pérdida de agua adsorbida por debajo de 100°C, la eliminacion
del agua estructural entre 125 y 175°C, y finalmente la descomposicion del fosfato alrededor
de 275°C [86], mientras que la muestra de Biopack solo perdi6é agua adsorbida por debajo
de 100°C y no presentd mds eventos de 100 a 400°C. El MCPM de Sigma-Aldrich mostr6 el
patrén de difraccion caracteristico esperado para este compuesto [87], a diferencia de la muestra
de Biopack que presentd caracteristicas compatibles con la monetita. De la caracterizacion
de las muestras de distintos proveedores se determind que el MCPM de Biopack pudo haber
reaccionado con la humedad para producir monetita [88] o estaba mal rotulado el lote, por lo
que se procedio en el desarrollo del trabajo utilizando el MCPM del proveedor Sigma-Aldrich.
Si bien la monetita es un compuesto de interés en el campo de las pastas para relleno 6seo
[75,89,90], su estudio se escapa del enfoque de este trabajo.
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Los andlisis por difraccion de rayos X de las pastas confirman que el principal producto
de reaccidn en las tres formulaciones estudiadas en profundidad es el DCPD (brushita), fase
esperada dado el pH 4cido de la reaccion [13]. Los difractogramas muestran ademas un fondo
amorfo que puede atribuirse al 4dcido hialurénico presente en la matriz ceramica.

En las tres formulaciones estudiadas se observé una matriz porosa con distribucién de po-
ros cuyos diametros oscilan entre 100 y 200 pm, dimension que resulta particularmente adecua-
da para aplicaciones biomédicas; permite la vascularizacién y crecimiento tisular [23,40,41].
Para determinar la distribucion de tamafios e interconexion entre poros, s necesario realizar un
andlisis asistido por microtomografias computarizadas de las pastas fraguadas. Las diferencias
morfoldgicas entre las formulaciones observadas en MEB son notables: mientras la pasta con
mayor concentracion de 4cido citrico (0,50 M) desarrolla agujas de 20 a 30 ym de longitud,
la formulacién con menor concentracion (0,25 M) presenta estructuras similares pero con ta-
mafios reducidos a aproximadamente la mitad (10 a 15 pm). La modificacion con citrato de
sodio 0,25 M y biovidrio genera una microestructura mas fina, con cristales de apenas 3-6 ym.
Estas morfologias aciculares y laminares son caracteristicas de la formacién de brushita [77].
El 4cido citrico y el i6n citrato inhiben la nucleacion de cristales de brushita al complejar el
calcio [56,57], lo que podria explicar que a mayor concentracion de acido citrico se observen
menos agujas de mayor tamafio. Las propiedades mecdnicas evaluadas muestran que aunque las
formulaciones con 4cido citrico presentan diferencias sustanciales en el tamafio de sus estructu-
ras cristalinas (20-30 pm contra 10-15 pm), sus resistencias a la compresion son similares, del
orden de los 5 MPa. Esto sugiere que, en este rango de tamafios, la escala de las formaciones
cristalinas no seria el factor determinante en las propiedades mecdnicas. Por el contrario, la
pasta con citrato de sodio y biovidrio, que presenta cristales de apenas 3-6 ;m muestra una re-
sistencia menor, de 3 MPa. Todos los valores de resistencia a la compresion obtenidos (3,0-5,5
MPa) se encuentran dentro del rango reportado para hueso trabecular (1,9-10 MPa) [19] y com-
parables con los valores para sistemas similares reportados en bibliografia [14,18], lo que indica
que estas formulaciones podrian ser adecuadas para asistir a la regeneracion 6sea. Al comparar
las propiedades mecanicas con otros materiales utilizados actualmente para regeneracion dsea,
se notd que la resistencia a la compresion obtenida es un orden de magnitud menor al valor mi-
nimo requerido para cementos seos acrilicos (70 MPa) segtin la norma ASTM F451-21 [78].
También se reportaron pastas cerdmicas formadoras de brushita de alta resistencia (52-74 MPa)
obtenidas al disminuir la relacién liquido a sélido en sistemas similares [79, 80]. Los estudios
del comportamiento mecdanico se realizaron con 5 réplicas por sistema, se sugiere aumentar el
nimero de muestras para disminuir la dispersion.

La presencia de fases amorfas por la adicion de 4cido hialurénico parece influir en el
mecanismo de fractura, favoreciendo un comportamiento de puenteo de fisuras mediado por
las fibras poliméricas que refuerzan la matriz cerdmica. Este comportamiento es consistente
con lo reportado para compuestos de matriz cerdmica [81].

Los estudios reoldgicos determinaron aspectos a considerar en el procesamiento de estos
materiales. El tiempo de fraguado determinado en el ensayo oscilatorio para el sistema con-
teniendo citrato de sodio 0,25 M y biovidrio fue el menor de todos, 2,8 min. Respecto a las
pastas con 4cido citrico, se observé que el aumento en la concentracidn de 4cido citrico de 0,25
M a 0,50 M incrementé el tiempo de fraguado de 5,5 a 8,3 min, significando un aumento del
51 %. Al comparar con el rango previamente reportado para tiempos manejables en un entorno

34



quirdrgico (5 a 10 minutos) [28], se determina que la pasta con citrato y biovidrio presenta un
tiempo de fraguado inferior al requerido. El comportamiento reoldgico de las pastas durante el
fraguado sigui6 la tendencia reportada en bibliografia, describiendo curvas de médulo de al-
macenamiento en funcion del tiempo similares a la Figura 1.2 [33]. Se observé que el aumento
en los tiempos y velocidades de mezcla conduce a una disminucién tanto en la tasa de fra-
guado como en el mdédulo de almacenamiento méximo alcanzado. Este comportamiento podria
explicarse por una descomposicion tixotropica del sistema, en la que la agitacién prolongada
rompe progresivamente la red estructural interna del material, reduciendo el médulo de alma-
cenamiento y la capacidad del material para recuperar su estructura una vez en reposo [72, 82].
Se sugiere repetir estos ensayos en trabajos posteriores para garantizar la reproducibilidad de
resultados. Estos resultados son relevantes para aplicaciones de impresion 3D, donde es fun-
damental establecer correlaciones precisas entre el médulo de almacenamiento del material y
la fidelidad de impresion obtenida [31]. Ademads, deben considerarse parametros caracteristi-
cos de la impresora 3D como la fuerza méxima aplicada al extruir la pasta y la geometria del
cartucho de impresion para garantizar la reproducibilidad del proceso.

Los resultados de fidelidad de impresion (Pr) obtenidos para las distintas formulaciones
superaron la unidad, indicando que en todos los casos hubo cierto grado de deformacion del
filamento extrudido respecto al didmetro de la boquilla [67]. La mejor fidelidad (Pr = 1,01) se
logré con la pasta AS50 utilizando una boquilla de 1 mm, lo que sugiere que esta combinacion de
parametros (didmetro pequeiio y formulacién con mayor concentracion de dcido citrico) genera
el comportamiento mds cercano al ideal dentro de las condiciones ensayadas. Este resultado
es consistente con estudios previos que reportan que didmetros de boquilla menores pueden
mejorar la precision en materiales viscoelasticos [31].

La pasta C4, a pesar de tener un tiempo de fraguado inferior al requerido para aplica-
ciones en quir6fano, pudo ser utilizada en el proceso de impresion 3D. El tiempo de carga de
la pasta al cartucho de impresién tuvo que ser minimizado para lograr extruirla; el médulo de
almacenamiento alcanzado por el material al momento de imprimir era alto en comparacion a
las pastas que contenian 4cido citrico.

El problema de barrido de pasta observado al usar una altura de primera capa mucho
menor al didmetro de boquilla confirma la importancia de optimizar esta relacién geométrica
para lograr buena adhesion de la pasta al sustrato sin deformar el extrudado con el paso de la
boquilla [83].

En el proceso de impresion 3D, toma importancia la tasa de fraguado del material. Una
tasa de fraguado menor asegura un comportamiento reoldgico cercano a constante durante el
conformado del impreso, logrando un trazo similar desde el inicio al final y permitiendo el
disefio de piezas mds complejas, con mayor volumen de pasta y mayor tiempo de impresion.
También, se evita el fraguado de la pasta en el cartucho de impresion. Este pardmetro debe ser
tomado en cuenta para la seleccion del material 6ptimo para su uso como tinta de impresion
3D.

Las dificultades técnicas experimentadas durante los ensayos de impresién 3D (falso con-
tacto en el control de temperatura y falla final del equipo) limitaron la cantidad de datos obteni-
dos. El caso de la pasta A25 impresa a los 3 minutos de formulacién destaca al mostrar un trazo
discontinuo y de espesor variable (Figura 3.10), cuando se esperaba un impreso de trazo unifor-
me por la baja viscosidad alcanzada por este sistema en el tiempo seleccionado para imprimir
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segun los resultados del ensayo oscilatorio. Este fue el tltimo impreso obtenido previo a la falla
final del equipo de impresion. Estos hallazgos preliminares debido a las limitaciones técnicas
proporcionan valiosa informacion para optimizar futuros protocolos de impresion con estas for-
mulaciones. Estas dificultades técnicas imposibilitaron la obtencién de probetas que permitan
evaluar la respuesta mecanica y morfologica de impresos 3D, asi como la determinacion de una
pasta 6ptima validada con estudios estadisticos.
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Capitulo 5

Conclusiones

El estudio de pastas de fosfato de calcio con dcido hialurénico permitié caracterizar su
microestructura, propiedades mecdnicas y comportamiento reoldgico, evidenciando su poten-
cial en aplicaciones de ingenieria de tejidos. Los resultados demostraron que las formulaciones
con &cido citrico (0.25 M y 0.50 M) y la modificacion con citrato de sodio y biovidrio generan
microestructuras porosas con tamafios de poro adecuados para la vascularizacién y crecimiento
tisular, aunque con diferencias morfoldgicas en los cristales de brushita segtn el aditivo retar-
dante de fraguado utilizado. A pesar de estas variaciones microestructurales, las resistencias
a la compresion obtenidas fueron similares entre las pastas con 4cido citrico, mientras que la
formulacién con citrato de sodio y biovidrio presentd valores inferiores. Las resistencias a la
compresion de las pastas ensayadas (3,0-5,5 MPa) ubicaron dentro del rango reportado para
hueso trabecular. El nimero de réplicas en los ensayos de compresion y reologia limita la esta-
distica de estos resultados, por lo que se recomienda incluir un mayor nimero de muestras en
futuros estudios.

El andlisis reolégico revel6 que el tiempo de fraguado de la pasta con citrato de sodio y
biovidrio (2.8 min) fue inferior al rango clinicamente manejable pero igual pudo ser utilizada en
impresion 3D, mientras que las formulaciones con 4cido citrico mostraron tiempos manejables
en un quiréfano (5.5 a 8.3 min). Ademas, se identificé que pardmetros como la concentracién
de aditivos, la velocidad y tiempo de mezcla, el tamafio de la boquilla y altura de la primera
capa influyen en la fidelidad de impresién 3D, siendo la combinacién de boquilla de 1 mm y
alta concentracion de acido citrico la que produjo los mejores resultados en este trabajo. Sin
embargo, las limitaciones técnicas durante la impresion 3D resaltan la necesidad de optimizar
los protocolos experimentales y validar la reproducibilidad del proceso, siendo este un trabajo
preliminar.

Como trabajo futuro, se sugiere profundizar en la relacion entre la porosidad y aditivos
viscosantes utilizados mediante técnicas especificas como la microtomografia computarizada,
por ser un factor clave en las propiedades mecénicas de un ceraimico. Ademads, se sugiere eva-
luar el comportamiento mecanico in vitro e in vivo de estas pastas, fendmenos de degradacion
y de formacién de hidroxiapatita. Finalmente, se recomienda relacionar el médulo de almace-
namiento con la fidelidad de impresion asegurando reproducibilidad de la técnica de impresion
3D.
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Anexos

A Analisis termogravimétricos y térmico diferencial del MCPM
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Figura A.1: Andlisis termogravimétrico (azul) y térmico diferencial (rojo), muestra de MCPM
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Figura A.2: Andlisis termogravimétrico (azul) y térmico diferencial (rojo), muestra de MCPM
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B Propiedades reolégicas: curvas completas
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Figura B.1: Evolucion del proceso de fraguado de pastas con distinta concentracion de acido
citrico y sistema con citrato de sodio y biovidrio, evaluado con ensayo oscilatorio en redmetro.
Se muestra en linea discontinua la regresion utilizada para determinar el tiempo inicial de fra-
guado. Médulo de almacenamiento G’ en funcién del tiempo.

C Propiedades mecanicas: curvas completas
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Figura C.1: Ensayos de compresion, curvas de pastas A25, A50 y C4 desplazadas en el eje
de deformacidn. Esfuerzo respecto la seccidn inicial (ingenieril) en funcién de la deformacion
porcentual.

46



	Introducción
	Contexto
	Marco Teórico
	Ingeniería de tejidos y biomateriales
	Pastas de fosfato de calcio
	Impresión 3D

	Objetivos

	Materiales y métodos
	Materiales
	Evaluación de aditivos retardantes del fraguado
	Preparación de tintas seleccionadas para impresión 3D
	Impresión 3D de pastas
	Caracterización
	Materias primas
	Inspección visual del fraguado
	Caracterización reológica
	Fidelidad de impresión
	Caracterización morfológica
	Caracterización mecánica de pastas fraguadas


	Resultados
	Materias primas
	Aditivos retardantes de fraguado
	Propiedades reológicas de las pastas durante el fraguado
	Fidelidad de impresión
	Estructura cristalina de las pastas fraguadas
	Morfología de pastas fraguadas
	Propiedades mecánicas

	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos
	Análisis termogravimétricos y térmico diferencial del MCPM
	Propiedades reológicas: curvas completas
	Propiedades mecánicas: curvas completas


