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| EDITORIAL

EL RETO DE FABRICAR PIEZAS DE NANOCOMPUESTOS DE ORGANOARCILLA
Y POLIPROPILENO A NIVEL INDUSTRIAL MEDIANTE MOLDEO POR INYECCION.

Dra. Patricia Frontini

Co-Editora de la Revista SAM

La sintesis de nanocompuestos poliméricos constitu-
ye una de las lineas mas populares de la nanotecno-
logia aplicada a la Ciencia de Materiales. La posibili-
dad de fabricar nanocompuestos por vias econémica-
mente rentables con propiedades especificas resulta
muy atractiva. De hecho, lainvestigacion sobre estos
materiales data ya de mas de dos décadas.

En teoria, la insercién de sustancias inorganicas
nanomeétricas en un polimero mejoraran ampliamente
su desempefio hasta convertirlo en materiales utiles
para una gran cantidad de aplicaciones. En este
entorno, la preparacion de compuestos de nanoarci-
llas con matrices termoplasticas de poliolefinas no
polares, tal como el polipropileno (PP) ha generado
especial interés.

Los trabajos cientificos anuncian como posibles
areas de utilidad practica, aplicaciones que involu-
cran mejores prestaciones mecanicas como resisten-
cia y tenacidad, endurecimiento superficial, resisten-
cia alallamay alos disolventes, reduccion de la per-
meabilidad, etc. Las potenciales mejoras inducidas
por el agregado de los nanocompuestos de arcilla /
PP pueden hacer de este polimero termoplastico
comercial un material mas adecuado para aplicacio-
nes en automocion, construccion y embalaje [1,2].

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES

Imaginemos entonces, a un industrial y su equipo de
disefio, advertidos de la evolucion de la investigacion
con nanocargas, preguntarse: ;Qué podemos hacer
con nanocompuestos para obtener un beneficio neto
en virtud de las supuestas "promesas" ofrecidas por
estatécnica?[3].

Sin embargo, es de esperar que se enfrenten al pro-
blema de cémo configurar su instalacion industrial
para incorporar la nanoarcilla en los materiales a fin
de garantizar una adecuada dispersion. Hay que
tener en cuenta que a nivel industrial preparar los
nanocompuestos implica la utilizacién de equipos con-
vencionales que conforman la linea de mezcla de
resinas virgenes y concentrados (masterbatches) de
nanoarcillas .

Los costosos Masterbatches con los que contamos
actualmente se basan principalmente en poliolefinas
termoplasticas, funcionalizadas con anhidrido que
actia como un compatibilizante (www.nanocor.com).
En principio, bastaria un nivel bajo de nanoarcilla (tipi-
camente menos de 5%), para lograr una modificacion
que convierta al PP en un material adecuado para apli-
caciones con los requisitos de ingenieria. Sin embar-
go, los resultados mostraron s6lo mejoras minimas
en rigidez y en las propiedades tribologicas, mientras
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que la dureza se reduce en particular en las regiones
de soldaduradelalinea[5,6].

Se supone que, por lo general, el grado adecuado de
dispersion y exfoliacion de las nanoparticulas deba
alcanzarse durante el “Masterbatching”. Las pruebas
realizadas a escala industrial utilizando instalaciones
de procesamiento tipicas que parten de PP y master-
batches de nanoarcillas mostraron sélo pequefias
mejoras en la rigidez [4]. Por el contrario, la tenacidad
se vio afectada especialmente en las regiones de la
linea de soldadura, y las propiedades tribolégicas
practicamente no mejoraron. En todos los casos se
evidencia un grado de exfoliacion pobre en las piezas
moldeadas usando condiciones de procesamiento
alcanzables por laindustria [5,6].

Aunque existe un gran interés paratrasladar los bene-
ficios obtenidos en la sintesis de nanocompuestos a
escala de laboratorio a productos industriales compe-
titivos, los primeros intentos dejan una gran cantidad
de desafios abiertos para la investigacion especifica,
como porejemplo:

¢, Qué nivel de exfoliacion es posible alcanzar median-
te el uso de masterbatches comerciales? ¢ Hay algu-
na posibilidad para las composiciones hibridas, es
decir, particulas de nanoarcillas con refuerzos de
fibra? ¢ Existen s6lo unos pocos nichos para la aplica-
cion de nanocompuestos? Tienen las nanocargas
alguna posibilidad de estar verdaderamente exfolia-
das en matrices no polares?  Estos nanocompuestos
no requeriran rutas alternativas de procesamiento?
¢, No sera necesario desarrollar nuevos compatibiliza-
dores con el fin de evitar la inevitable re-aglomeracion
durante el moldeo por inyeccion?
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La fabricacion de Nanocompuestos de polipropileno
constituye todavia un reto debido a la falta de afinidad
entre el PP hidrofugo y la arcilla hidréfila. Reforzar
polipropileno y otros termoplasticos con particulas
inorganicas tales como talco y vidrio es un método
muy difundido para mejorar los materiales. El refuer-
zo del polimero con nanoarcilla amplia esta estrategia
hacia la escala nanométrica. La forma anisométrica
de aproximadamente 1 nm de ancho de las laminillas
de arcilla puede aumentar dramaticamente la canti-
dad de contacto interfacial entre la arcilla y la matriz
de polimero. Asi, la superficie de la arcilla puede pro-
mover cambios de conformacion en la matriz de poli-
mero, de estructura cristalina y morfologia cristalina a
través de mecanismos interfaciales que estan ausen-
tes en los materiales compuestos tradicionales. Por
estas razones, se cree que los materiales nanocom-
puestos con las plaquetas de arcilla dispersa en for-
ma de plaquetas exfoliadas aisladas son Optimos
para las propiedades finales, aunque en relacién con
otros nanocompuestos termoplasticos, tales como
nylon 6, la mejora en las propiedades finales para
nanocompuestos de polipropileno ha sido modesta.

De lo anterior surge que es necesario llevar a cabo tra-
bajo de investigacion adicional en las areas de sinte-
sis y, sobre todo, combinacién, con el objetivo de dis-
minuir esta brecha de rendimiento.

Si se acepta que el desempefio de nanocompuestos
de polimero esta intimamente relacionado con el gra-
do de dispersion de la nanocarga: buena dispersion y
exfoliacion pueden conducir a la mejora esperada de
propiedades. El grado de dispersion depende de fac-
tores como la afinidad y compatibilidad de la arcilla
con la matriz, la viscosidad de la matriz, o el nivel de

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES



solicitacion termomecanico que es funcion de las con-
diciones de procesamiento.

Los materiales compuestos de PP / nanoarcilla pro-
ducidos mediante moldeo por inyeccién convencional
(CIM) por lo general muestran una mala dispersion.

Alentadores estudios recientes demostraron que com-
binaciones de alta presiéon posterior y velocidad de
rotacion del tornillo puede mejorar la dispersion de la
nanoarcilla y contribuir a un mejor desempefio meca-
nico [4]. En esta direccion, el proceso alternativo no
convencional llamado SCORIM (Shear Control
Orientation in Injection Moulding) aparece como can-
didato para mejorar las propiedades de las partes mol-
deadas mediante el control de la microestructura. Se
han registrado mejoras significativas de rendimiento
mecanico, en la alineacion del refuerzo y orientacion
macromolecular, o eliminacién de lineas de soldadura
internas en el caso de polimeros semicristalinos. Las
alteraciones son resultado de la accion del flujo inten-
so de cizalla que conduce a una mejor dispersion en
proceso y la orientacion de las cargas en el material
compuesto. Por lo tanto, se podria especular que
altos niveles de cizallamiento aplicados mediante
SCORIM conducirian a una mejor dispersion durante
el proceso mismo. Descubrimientos prometedores
relacionados con el uso de SCORIM para fabricar
materiales compuestos PP nanoclay han animado al
sector cientifico-técnico a avanzar en esta direccion
[71.

Dentro de la misma linea, Fu y col. han estudiado la
estructura y las propiedades de PP moldeadas por
inyeccion mediante el uso de un método de moldeo
por inyeccion llamado de embalaje dinamico (DPIM).

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES
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DPIM opera sobre un principio similar al moldeo por
inyeccién orientacion controlada por cizalla
(SCORIM). Para esto, una resina fundida se inyecta
en una cavidad de molde y después se enfria y solidi-
fica bajo un flujo vibratorio de vaivén [8]. Una barra de
nanocompuesto preparada via DPIM mostré una
estructura de tres capas compuesta de una capa de
superficie de la piel, una capa intermedia orientada, y
una capa de nucleo interior [9].

El concepto moldeo por inyeccion mezclador (Injec-
tion Molding Compounder, IMC) fue presentado en pri-
mer lugar por Krauss Maffei en el K1998 para producir
termoplasticos reforzados con fibra de vidrio. Su ras-
go caracteristico es un extrusor de doble tornillo, que
se integra directamente en un sistema de moldeo por
inyeccion. El proceso de composicién de moldeo por
inyeccidon combina dos etapas de procesamiento, la
composicion material que normalmente se lleva a
cabo en el fabricante de la materia primay el proceso
de moldeo por inyeccion que normalmente se realiza
en la maquina de moldeo por inyeccién. La parte final
se procesa directamente "por un solo proceso de
calentamiento" y el material utilizado no ha de ser gra-
nulado y plastificado de nuevo después de la etapa de
combinacién en la unidad de plastificacion de una
maquina de moldeo por inyeccion. Una variante de
maquina, unica en el mundo (Polymeric Nano-
composite Injection Molding Compounder, PNC-IMC)
-que incorpora algunos dispositivos especialmente
adaptados para la producciéon de nanocompuestos
poliméricos estan actualmente en desarrollo por MG
Battisti y W. Friesenbichler (10).

Para concluir podriamos decir que, a pesar de las difi-
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cultades inherentes al sistema PP/organoarcilla, se
vislumbra que las tecnologias no convencionales de
moldeo por inyeccién que aplican esfuerzos de corte
superiores alos estandares pueden contribuir a resol-
ver el desafio si paralelamente se mejoran los “mas-
terbatches y los agentes compatibilizantes.
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MORFOLOGIA DE LA SUPERFICIE (100) DE SILICIO BAJO ATAQUE QUIiMICO HUMEDO

M.P. Suarez', M. Oppedisano’, C.M. Aldao'

'Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de Materiales (INTEMA), UNMDP-CONICET
? Laboratorio de Microscopia Electrénica, UNMDP

El silicio es el semicon-
ductor mas amplia-
mente difundido y utili-
zado industrialmente.
Constituye el material
sobre el que se basa la
industria electrbénica.
Especialmente, la
superficie (100), utili-
zada en los circuitos
integrados, ha sido la
mas estudiada.

Gracias a nuevas téc-
nicas de observacion,
se dispone hoy de
informacién sobre los
diversos procesos que
tienen lugar durante la
deposicion a nivel até-
mico y el rol que estos desempenan en la micro- y
nano-tecnologia. Se ha prestado mucha menor aten-
cion a los procesos a nivel atobmico que tienen lugar
durante el ataque quimico y la remocion de material
en general, aunque estos procesos son tecnolégica-
mente de granrelevancia. Elataque quimico es basi-

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES

Fig.1: Imagenes de una superficie de Si(100) de 25 mm x 16 mm obtenidas
mediante microscopia electronica de barrido (JEOL JSM-6460 LV) luego de un
ataque quimico humedo a 60 °C en estado estacionario que muestra el efecto

de la concentracion del reactivo.

co en la tecnologia de
microsistemas (MST).
En particular, el ataque
quimico anisétropo
humedo es una de las
técnicas mas emplea-
das en la fabricacion
de sistemas micro- y
nano-electro-
mecanicos (MEMS vy
NEMS)[1]. Lo promi-
sorio de la MST radica
en que se funda en la
tecnologia de circuitos
integrados, amplia-
mente desarrollada. El
silicio presenta propie-
dades mecanicas que
lo hacen especialmen-
te atractivo para el desarrollo de diversos dispositi-
vos. En particular, la dureza del silicio es comparable
a la del acero pero sin deformacién plastica y sin his-
téresis mecanica. Aunque el ataque quimico del sili-
cio en soluciones de hidréxido de potasio ha sido exi-
tosamente aplicado por décadas, algunos proble-
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mas fundamentales persisten. En particular, la apari-
cion de micro-piramides es un problema crucial que
altera las propiedades de las estructuras resultantes y
que ha mantenido a numerosos investigadores en
constante controversia. Una piramide es, en princi-
pio, inestable. En efecto, las formas protuberantes
deberian ser atacadas mas rapidamente y por lo tanto
deberian desaparecer. Sin embargo, la formacion de
piramides indica la presencia de algun fenbmeno
retardador del ataque quimico en sus puntas.

El estudio de la relacion entre la morfologia y los pro-
cesos que tienen lugar a nivel atdbmico ha sido uno de
los objetivos fundamentales en ciencia de superficies.
La aparicion de estructuras con forma de piramides,
que no es lo esperable, ha llevado a postular varias
hipétesis de distinto tenor. Todas ellas involucran el
ataque quimico anisétropo, con planos (111) muy fuer-
tes. Sin embargo, esto no es suficiente para que apa-
rezcan estructuras piramidales. Se requiere también
la presencia de algun mecanismo que reduzca la velo-
cidad del ataque quimico en el tope de las piramides.
Se han propuesto diversas explicaciones para este
fenémeno tales como el enmascaramiento de los vér-
tices por la presencia de burbujas de hidrégeno o de
particulas de algun producto de la reaccion. Sin
embargo, los mecanismos que dan lugar a estas pira-
mides continuan hoy, luego de afios de estudios, sien-
do un tema de debate. Por otro lado, no existe con-
senso en cuanto a la secuencia de reacciones quimi-
cas que ocurren durante el ataque. Comprender la fisi-
cay la quimica del proceso de remocién permanece
como un paso crucial en el desarrollo de una fabrica-
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cion controlada [2].

Nuestro aporte al tema se ha focalizado en determi-
nar si los mecanismos propuestos podian dar lugar a
las superficies observadas. Nos dedicamos tanto a
realizar experimentos a fin de observar la dependen-
cia de la morfologia resultante ante los posibles para-
metros de relevancia (concentracion del hidroxido,
temperatura, agitacidon mecanica, gases en disolu-
cion) como a proponer un modelo que representarala
esencia del problema [3, 4]. Engeneral, se desea evi-
tar la formaciéon de piramides. Sin embargo, en la
fabricacién de celdas solares son deseables ya que
su presencia mejora el rendimiento energético.

En la Fig.1 vemos dos imagenes de 25 mm x 16 mm
obtenidas mediante microscopia electrénica de barri-
do de Si(100) luego del ataque con hidréxido de pota-
sio. Las superficies fueron expuestas el tiempo sufi-
ciente para llegar a estado estacionario, en el sentido
gue mayor exposiciéon no altera sus morfologias. Enla
Fig. 1a claramente se observa la formacion de pirami-
des de muy variados tamafios, las mayores de alrede-
dor de 3 mm, distribuidas al azar sobre una superficie
relativamente plana. En contraposicion, en la Fig. 1b
vemos una imagen de igual tamafo que la anterior
pero preparada bajo distintas condiciones, en este
caso una concentracion de reactivo diferente. Se pue-
de observar que la superficie también presenta
estructuras piramidales pero no existen practicamen-
te regiones planas entre ellas. Aeste tipo de morfolo-
gia selo conoce como texturada.
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Fig. a: La solucién utilizada fue de KOH 2 M.

Fig. b: La solucion utilizada fue de KOH 0.4 M.
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DISENO DE UN REACTIVO DE INMUNOAGLUTINACION PARA DIAGNOSTICAR LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS UTILIZANDO PARTICULAS DE LATEX FUNCIONALIZADAS

Valeria S. Garcia, Veronica D.G. Gonzalez, y Luis M. Gugliotta

INTEC (Universidad Nacional del Litoral - CONICET), Giiemes 3450,
Santa Fe (3000), Argentina.

:: RESUMEN

La enfermedad de Chagas es reconocida como la
principal endemia de América Latina. Aunque el para-
sito, Trypanosoma cruzi, fue descubierto en 1909, la
importancia de la enfermedad y su dimension como
problema social fue comprobada recién a mediados
del siglo XX, momento a partir del cual comenzé una
serie de acciones destinadas a combatirla. Para
lograr este objetivo, es fundamental el diagnéstico de
la enfermedad y el presente trabajo avanza en ese
sentido a través del desarrollo de un reactivo de inmu-
noaglutinaciéon. Con este propésito, se sintetizaron pri-
mero particulas de latex con funcionalidades carboxi-
loy acetal, que sirvieron de soporte para ligar diferen-
tes proteinas antigénicas del T. cruzi (homogenato del
parasito y proteinas recombinantes simples y quimé-
ricas), produciendo complejos latex-proteina capa-
ces de actuar como reactivos de inmunoaglutinacion
para detectar la enfermedad de Chagas. Se buscaron
luego las condiciones “Optimas” de reaccién, y se eva-
lué y comparé el rendimiento de las distintas protei-
nas frente a un panel de sueros. La reaccion antige-
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no-anticuerpo se detectdé midiendo los incrementos
en la absorbancia 6ptica respecto de un blanco (com-
plejo latex-proteina sin el agregado de suero). Las pro-
teinas recombinantes dieron lugar a mejores resulta-
dos que el homogenato, especialmente cuando se
empleo6 una proteina quimérica. El trabajo realizado
permitié desarrollar un “kit de inmunoaglutinacion”
para detectar en forma sencilla, precoz, e in situ, la
enfermedad de Chagas.

::ABSTRACT

Chagas disease is recognized as the leading Latin
American endemic illness. Although the parasite,
Trypanosoma cruzi, was discovered in 1909, the
importance of the disease and its dimension as a
social problem was not proved until the mid-twentieth
century, when a series of actions began to combat the
Chagas. To this effect, it is essential to diagnose the
disease and the present work pretends to advance in
such sense, through the development of an
immunoagglutination test. Latex particles with car-
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boxyl and acetal functionalities were synthesized, and
employed as a support of different antigenic proteins
of T. cruzi (homogenate of the parasite, and single and
chimeric recombinant proteins), for producing latex-
protein complexes able to be used as immunoaggluti-
nation reagents for detecting Chagas disease.
Optimal reaction conditions were sought and the per-
formance of various proteins was evaluated against a
panel of sera. The antigen-antibody reaction was
detected by measuring the optical absorbance incre-
ments with respect to a blank (a latex-protein complex
without serum). Recombinant proteins allowed out-
perform the homogenate, especially when chimeric
proteins were employed. The present work allowed
the development of an "immunoagglutination kit" to
easily, early, and in situ detect Chagas disease.

: INTRODUCCION

Actualmente, en larama de la salud, se experimentan
cambios profundos en busca de nuevos reactivos que
permitan el diagnostico “al pie del paciente” y la
implantacién de terapéuticas en corto tiempo, asi
como el seguimiento clinico y epidemioldgico de las
enfermedades.

La enfermedad de Chagas, también conocida como
Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad para-
sitaria tropical, causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi. Se considera a la enfermedad de
Chagas endémica de América Latina, aunque existen
casos identificados en Europa, Canada y Estados
Unidos debido a la migracion de personas desde el
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centroy surde América hacia los paises mas desarro-
llados. La Organizacion Mundial de la Salud estima
que la enfermedad de Chagas afecta entre 16 y 18
millones de personas sélo en America Latina, que
anualmente mueren a causa de ella cerca de 50 mil
personas, y que mas de 25 millones de personas
estan enriesgo de adquirirla [1].

De todas las enfermedades transmitidas por vecto-
res, la enfermedad de Chagas es la mas asociada a
condiciones de pobreza. No existe aun una vacuna
contra la misma, ni un método satisfactorio y confiable
de tratamiento etiolégico (dirigido a atacar las causas)
para erradicar el parasito, ni para evitar la aparicion o
progresion de lesiones e interferir en la cadena de
transmision. La prevencién y el diagnéstico son las
principales armas para controlar la enfermedad. Sin
diagnéstico efectivo no se pueden identificar y por
ende tratar a los individuos infectados, y la eficacia
del tratamiento especifico es dificil de evaluar. Mas
aun, la efectividad de cualquier campana de control,
ya seadirigida a vectores, bloqueo de la transmisiéon o
vacunacion de poblaciones, no puede medirse sin un
competente sistema de diagnostico.

Los examenes de laboratorio para el diagnéstico de la
enfermedad dependen de la etapa clinica que curse
el paciente. En la etapa inicial o aguda, se encuentran
parasitemias importantes, por lo que el estudio se
basaenlabusquedadel T. cruzien sangre (xenodiag-
néstico o cultivo de sangre). En la etapa cronica, la
deteccion del parasito es muy dificil, porlo que el diag-
nostico se confirma mediante la deteccion de anti-
cuerpos (Ac) anti-T.cruzien el suero del paciente.

El diagndstico basado en la deteccion de Ac anti-@
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cruzi en el suero del paciente, tiene su origen en
Argentina en 1913. Desde entonces, el avance del
diagnéstico serolégico de la enfermedad de Chagas
ha sido enorme, existiendo actualmente mas de 30
ensayos comerciales basados en Hemaglutinacion
Indirecta (HAI), Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) e
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Un método de deteccion alternativo, es el ensayo de
inmunoaglutinacion (IA), donde se utilizan particulas
de latex como soporte para la fijacion de antigenos
(Ag), de manera tal de amplificar la reacciéon Ag-Ac
que se produce en el inmunoensayo. Este método
resulta rapido, es de sencilla realizacion e interpreta-
cion, posee una sensibilidad analitica relativamente
alta, es especialmente util en aquellos laboratorios
con escaso personal y equipamiento, y (en principio)
permitiria realizar el diagnéstico en campo al pie del
paciente.

Las ventajas enumeradas hacen de las reacciones de

aglutinacién una valiosa herramienta para el diagnds-

tico de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, a

excepcion del articulo de Cerisola et al. [2]; s6lo los tra-
bajos realizados por los autores del presente [3-13]

han considerado la sintesis de particulas de latex, su

sensibilizacion y posterior aplicacion de los complejos

latex-proteina en reacciones de aglutinacion para el

diagnoéstico de la enfermedad de Chagas.

Cerisola et al. [2] estudiaron, la reaccion de aglutina-
cion de particulas de poliestireno (PS) sensibilizadas
mediante adsorcioén fisica con los Ag presentes en el
homogenato total del parasito (HTP). Sin embargo,
sus resultados no fueron adecuados, debido princi-
palmente a que: a) la adsorcién fisica es parcialmente
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reversible, pudiéndose desorber la proteina desde la
superficie por cambios en el pH o en la fuerza i6nica
del medio; y b) el HTP es una mezcla indefinida de
Ags, que varia en contenido y cantidad segun el esta-
dio de desarrollo del parasito, por lo que puede gene-
rar variaciones en la reproducibilidad y confiabilidad
delinmunoensayo.

Las condiciones exigidas a un reactivo de diagnostico
son exactitud y reproducibilidad. Clasicamente, la
exactitud de una prueba diagnéstica se evalua a partir
de los conceptos de sensibilidad y especificidad. Una
alta especificidad implica un nimero bajo de falsos
positivos mientras que una alta sensibilidad significa
un numero bajo de falsos negativos. En general, se
considera que la prueba diagnéstica tiene una validez
aceptable si su sensibilidad y especificidad resultan
mayores a 80% [14].

La busqueda de Ag que permitan diagnosticar la
enfermedad de Chagas con sensibilidad y especifici-
dad adecuadas es uno de los mas importantes pilares
de su diagnéstico. La mayoria de los métodos serol6-
gicos utilizados actualmente, estan basados en el uso
de proteinas del HTP obtenidas a partir de cultivos in
vitro del parasito, tras procesarlo por distintas técni-
cas fisicoquimicas. Como consecuencia, aparecen
dificultades para estandarizar la metodologia, existe
considerable variacion en la reproducibilidad y exacti-
tud de los resultados obtenidos, y frecuentemente se
observan falsos positivos como producto de la reac-
cion cruzada con otras enfermedades parasitarias,
tales como la Leishmaniasis.

La sustitucion de los Ag nativos por Ag recombinantes
del T. cruzi en inmunoensayos, permite estandarizar
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la metodologia, resolver el problema de la especifici-
dad, eliminando los resultados falsos positivos por
reaccion cruzada con protozoarios relacionados, y
mantener una alta sensibilidad.

Si bien se han utilizado muchas proteinas recombi-
nantes para el diagnostico de la enfermedad de
Chagas [15], ninguna de ellas fueron Ags capaces de
ser reconocidos por todos los sueros humanos cha-
gasicos. Para solucionar este inconveniente, se ha
recurrido al uso de proteinas quiméricas, que expre-
san varios determinantes antigénicos no relaciona-
dos [16-18]. La estrategia se basa en la elecciéon de
epitopes inmunodominantes dentro de los Ags ente-
ros y su posterior ensamblaje, lo que permite contem-
plar la sensibilidad de varias moléculas, sin perder la
especificidad que brindan los fragmentos.

En este trabajo se describen las principales etapas
involucradas en la sintesis y caracterizaciéon de parti-
culas de polimero funcionalizadas y sensibilizadas
con Ag del T. cruzi, y su empleo como reactivo de IA
para detectar la enfermedad de Chagas. Lainvestiga-
cion se realizd en el Grupo de Polimeros y Reactores
de Polimerizacion del Instituto de Desarrollo
Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC), don-
de se viene trabajando desde hace mas de 30 afos
en la sintesis y caracterizacion de polimeros y coloi-
des poliméricos; y en el modelado matematico, opti-
mizacioén y control de reactores de polimerizaciéon. En
lo que se refiere ala obtencidn de polimeros para apli-
caciones biomédicas, se esta trabajando ademas en
la sintesis de particulas para la deteccion de
Toxoplasmosis en sus etapas aguda y cronica; y de
Leptospirosis.
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:: TRABAJO EXPERIMENTAL

El desarrollo del reactivo de inmunoaglutinacion invo-
lucré las siguientes etapas: a) sintesis y caracteriza-
cion de las particulas de latex funcionalizadas; b)
obtencion de diferentes proteinas antigénicas del T.
cruzi; ¢) produccién de los complejos latex-proteina
mediante unién covalente de los Ags sobre los grupos
funcionales superficiales de las particulas; y d) aplica-
cion de los complejos latex-proteina en ensayos de
IA. Esta ultima etapa comprende a su vez: 1) la bus-
queda de las condiciones del medio de reacciéon que
permitan la maxima diferenciacion entre un suero con-
trol positivo y un suero control negativo; y 2) la evalua-
cion de la sensibilidad y especificidad del ensayo fren-
te aun panel de sueros.

Paso 1: Sintesis y Caracterizacion de Particulas
de Latex Funcionalizadas

Se realiz6 la sintesis controlada de coloides poliméri-
cos particulados con funcionalidades carboxilo o ace-
tal mediante polimerizacion en emulsién en dos eta-
pas y en ausencia de emulsificante. En una primera
etapa, se prepararon las siembras de PS; por polime-
rizacion en emulsion “batch” de estireno (St) utilizan-
do las condiciones y receta de reaccién empleadas
por Gonzalez et al. [6].

En una segunda etapa, se realizé la copolimerizacion
en emulsién de Sty de un mondmero funcional, sobre
las siembras sintetizadas previamente, obteniéndose
particulas con morfologia “core-shell” y funcionalida-
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des carboxilo o acetal. Los latex con funcionalidad car-
boxilo se sintetizaron mediante copolimerizacién “se-

mibatch” presembrada de St y acido metacrilico

(MAA) [5]; mientras que los latex con funcionalidad

acetal se produjeron por copolimerizacion “batch” pre-
sembrada de St y acroleina dietil acetal (ADEA) [12,

20].

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un reactor

de vidrio encamisado de 1 litro de capacidad, con un

bafo termostatico pararegular latemperatura de reac-
cion, un agitador de paletas de acero inoxidable, y

entradas para el burbujeo continuo de nitrégeno,

toma de muestras, y alimentacion o carga. La conver-

sion final (x) se determind por gravimetria. En la Fig. 1

se muestra una representacion esquematica del sis-

tema de reaccion utilizado para las polimerizaciones y

de las particulas de latex sintetizadas.

Agitador
Indicador de | 1 ingreso de —a Lilex da PS
W.F?If"’.‘.’fa v Reactivos y Toma
| — 1 7 daeMuesia
I
J b= My
po [0 8
= L'T' VT Latex con funcionalidad
B carboxiln
+
4 = 4
e o 3
. 1 HCOOH
Raacior

Liey con luncsonddsd
BCetal

.|=_—:ﬁ-'f-

Baio : . .
Terrmostiticn f—— i : - CHOCHCH,ly

Fig. 1: Esquema del sistema de reaccion utilizado y de las particulas
de latex sintetizadas.
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Antes de la caracterizacion de las particulas, se pro-
cedi6 a la limpieza de los latex mediante desplaza-
miento de suero. Este método permite retirar los res-
tos no reaccionados de monémeros e iniciador, como
asi también los posibles oligdmeros y polielectrolitos
solubles en fase acuosa o adsorbidos sobre la super-
ficie de las particulas. Durante la caracterizaciéon se
determiné: a) el tamafio medio de particula mediante
Microscopia Electronica de Barrido, SEM (D),
Dispersion de Luz Dinamica, DLS a 90° (D), ¥y
Turbidimetria, T (D,); b) la polidispersidad de los latex
a través de SEM; ¢) la densidad de carga superficial
( )y ladensidad de grupos funcionales superficiales
( ) mediante titulacidn conductimétrica con una solu-
cion acuosa de NaOH; y d) la estabilidad coloidal, a
través de la concentracion critica de coagulacion
(c.c.c.), que se determiné visualmente y por DLS a
90°, en términos de la concentracién minima de KBr
requerida parala agregacién de las particulas.

Paso 2. Obtencion de los Antigenos

Se utilizaron distintas proteinas antigénicas del T. cru-
zi. Se trabajé con el HTP, constituido por una mezcla
de antigenos, y con proteinas recombinantes simples
y quiméricas.

ElI HTP se obtuvo por sonicacién de un cultivo in vitro
del parasito en el estadio de epimastigote. Los restos
celulares se separaron de la mezcla de proteinas anti-
génicas mediante centrifugacion.

La obtencidon de las proteinas recombinantes, que
involucro la amplificacién del gen que las codifica, el
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clonadoy la transformacién de células de Escherichia
coli, fue realizada por personal del Laboratorio de
Tecnologia Inmunoldgica de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biolégicas (Universidad
Nacional del Litoral), a cargo del Dr. lvan Marcipar.

Durante este trabajo se realizé la expresion y purifica-
cion de las proteinas recombinantes. El procedimien-
to consistié en hacer crecer, bajo agitacion a 37°C, las
células de E. coli transformadas. Luego se indujo la
expresion génica. Las células se recogieron centrifu-
gando durante 15 minutos, y se dispersaron en buffer
de resuspension de células (PBS, pH 7.4). La sus-
pension se sonicd hasta lisis total, se centrifugd
durante 10 minutos para separar los restos celulares,
y se recolectd el sobrenadante que contiene las pro-
teinas solubles. Para purificar la proteina de interés,
se utilizd6 Cromatografia de Afinidad de lon Metalico
Inmovilizado (IMAC)y el grado de purificacién se com-
probé mediante electroforesis en geles de poliacrila-
mida, de acuerdo al método descrito por Laemmli
[20].

Las etapas fundamentales para la obtencién de las
proteinas mediante la tecnologia de ADN recombi-
nante se muestran enlaFig. 2.
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Fig. 2: Etapas fundamentales para la obtencion de proteinas
recombinantes.

Se trabajo con tres proteinas recombinantes simples
RP1, RP2y RP5 [3-13] (denominadas, en el presente
trabajo, como S1, S2 y S3 respectivamente) que se
expresan en todos los estadios de desarrollo y cepas
del T. cruzi, y presentan alta especificidad y sensibili-
dad para el diagnostico de la enfermedad en su etapa
cronica; y dos proteinas recombinantes quiméricas
CP1 y CP2 [3-13] (denominadas respectivamente
como Q1 y Q2) respectivamente formadas por la
expresion en tandem de dos y tres péptidos altamen-
te antigénicos, y especificos del T. cruzi de las etapas
aguda y cronica de la enfermedad, lo que permite su
diagnostico en ambas etapas.
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La antigenicidad de las distintas proteinas recombi-
nantes obtenidas, es decir su capacidad para serreco-
nocidas por sus Ac especificos, se evalué mediante
ensayos de ELISA.

Paso 3:
Proteina

Producciéon de los Complejos Latex-

El proceso de sensibilizacion consistié en la unidon
covalente de las proteinas antigénicas con los grupos
funcionales (carboxilo o acetal) anclados sobre la
superficie de las particulas, sin alterar su actividad
antigénica.

Los grupos carboxilo no son lo suficientemente acti-
VOS para reaccionar espontaneamente con los gru-
pos amino de las proteinas, y por ello es necesario
activarlos previamente con una carbodiimida soluble
en agua, que convierte los grupos carboxilo en acilu-
reas, las cuales reaccionan facilmente con los grupos
amino de las proteinas, con formacién de un enlace
amida. Para evitar la hidrélisis de la acilurea, la activa-
cion serealizd en presencia de la proteina.

Para poder sensibilizar los latex con funcionalidad
acetal mediante unién covalente, los grupos acetal
deben transformarse, mediante una simple acidifica-
cion, en grupos aldehido, los que no precisan ser acti-
vados para unirse covalentemente a las proteinas.

Las sensibilizaciones se realizaron a través de experi-
mentos “batch” a temperatura ambiente, mezclando

Pagina | 16

en tubos eppendorff las particulas de latex, el buffer
fosfato pH 5 (fuerza idnica final 2 mM) y cantidades
crecientes de la proteina antigénica. Ademas, para
cada experimento se prepar6 un blanco sin proteina.
Las muestras se agitaron suavemente durante 5 h.
Los complejos latex-proteina se separaron de la solu-
cion mediante centrifugacion y la proteina presente
en el sobrenadante se cuantificd por el método del aci-
do bicinconinico (BCA).

Debido a que los complejos latex-proteina asi obteni-
dos contienen, tanto proteinas absorbidas fisicamen-
te, como proteinas unidas covalentemente a los gru-
pos funcionales superficiales, los complejos se trata-
ron con un emulsificante para eliminar la proteina
adsorbida, de manera de asegurar que la mayor parte
de la proteina presente en la superficie de las particu-
las se encuentre unida covalentemente. Para ello, los
complejos latex-proteina separados por centrifuga-
cion se redispersaron en Tritbn X-100 y se mantuvie-
ron bajo agitacion durante 24 h. Luego de centrifugar,
se determino la cantidad de proteina presente en el
sobrenadante por el método del BCA. Finalmente,
mediante un balance de masa se calculé la cantidad
de proteina que permanece en la superficie de las par-
ticulas luego del proceso de desorcion. La Fig. 3
muestra un esquema del proceso de sensibilizacion
por union covalente de particulas de latex con funcio-
nalidades carboxilo y acetal.
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Fig. 3: Esquema del proceso de sensibilizacion por unién covalente de proteinas antigénicas sobre particulas de latex con funcionalidades carboxilo y
acetal.

Una vez purificados, los complejos latex-proteina se r""*l
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Paso 4: Aplicacion de los Complejos Latex-Protei-
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La deteccion de la reaccion de IA se realizé mediante Complejos |atex-proteina |  Suero (+)

el método visual y mediante turbidimetria. La Fig. 4 B AT 0 ;

muestra un esquema del proceso de inmunoaglutina- A Q{
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Ac especificos
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Fig. 4: Representacion esquematica del proceso de inmunoaglutinacion.
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Para la deteccién mediante el método visual, se mez-
claron el complejo latex-proteina y el suero positivo o
negativo sobre un portaobjeto de fondo negro, y se
registré el tiempo al cual se visualizé el proceso de
aglutinacion.

En el estudio mediante turbidimetria, el inmunoensa-
yo consistid en mezclar la dispersion del complejo
latex-proteina, con el suero positivo o el suero negati-
vo y medir el incremento en la absorbancia optica
( A),aunalongitud de ondade 570 nm, despuésde 5
minutos de reaccion. EI A se determiné restando al
correspondiente valor de absorbancia medido, el
valor de absorbancia de un blanco (complejo latex-
proteina sin la adicion del suero). Las mediciones de
absorbancia del blanco deben ser constantes a lo lar-
go deltiempo, lo que es indicativo de la estabilidad del
complejo latex-proteina en el medio en el que se reali-
za el inmunoensayo. Esta condicién es requerida
para que un complejo se considere apto para ser utili-
zado enensayos de |A.

4.a. Busqueda de las Condiciones del Medio de
Reaccion

Dado que en lareaccion Ag-Ac intervienen fuerzas no
covalentes y reversibles, ciertos parametros tales
como el tiempo de reaccién, fuerza idénica del medio y
agregado de agentes bloqueantes al buffer de reac-
cion, afectan la respuesta del inmunoensayo. Por lo
tanto, una vez obtenidos los complejos latex-
proteina, se ajustaron dichos parametros a fin de
maximizar la discriminacion en la respuesta de sue-
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ros positivos y negativos, y de facilitar la lectura de los
resultados. El control cuidadoso de estos parametros
es necesario para mejorar la sensibilidad en el ensa-
yode |Ay para minimizar la unién no especifica.

Se trabajo con los distintos complejos latex-proteina
obtenidos y con sueros controles. El suero control
negativo corresponde a un individuo sano y el suero
control positivo corresponde a un individuo infectado
con altos niveles de Ac anti-T. cruzi, que fueron detec-
tados mediante la técnica de referencia, ELISA.
Ambos sueros, fueron obtenidos de zonas endémi-
cas del norte de la Provincia de Santa Fe.

4.b. Evaluacion de Sensibilidad y Especificidad
del Inmunoensayo frente aun Panel de Sueros

Se realizé la deteccion de la reaccion de IA mediante
turbidimetria, enfrentando los complejos latex-
proteina de sueros Chagas positivos (obtenidos de
individuos con enfermedad de Chagas), sueros
Leishmania positivos (obtenidos de individuos con
Leishmaniasis) y sueros negativos para ambas para-
sitemias.

Las muestras de suero positivo para Chagas fueron
obtenidas de una region endémica del noreste argen-
tino y se clasificaron previamente como tales con dos
técnicas de diagnostico de referencia: ELISAy HAI. El
panel de sueros positivos para Leishmaniasis fue
obtenido de pacientes que habitan en una region de
endemicidad (Recife, Brasil), con manifestaciones cli-
nicas de Leishmaniasis cutanea. Las muestras de
sueros negativos fueron clasificadas como tales, tan-
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to para la infeccién por T. cruzi como para Leishma-
niasis.

Los AA obtenidos con cada complejo latex-proteina
fueron empleados para la construccidon de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristics), utilizando
el software grafico MedCald. Las curvas ROC son uti-
lizadas para proporcionar un criterio unificador en el
proceso de evaluacion y uso de pruebas diagnosticas
[21].

A partir de las curvas ROC se obtuvieron los datos de
sensibilidad, especificidad y valor del cut-off (limite
que permite diferenciar entre sueros positivos y sue-
ros negativos). A partir de los valores de cut-off obteni-
dos, se representaron las distribuciones de AA relati-
vas (AA/cut-off), utilizando el software grafico
GraphPad Prism.

::RESULTADOS Y DISCUSION
1. Sintesis y Caracterizacion de los Latex

La sintesis de particulas de latex con funcionalidades
carboxilo y acetal se llevo a cabo mediante un proce-
so de polimerizacién en emulsion en dos etapas. En
la primera se prepararon los nucleos o siembrade PS,
alcanzandose un valor final de conversion de 71% y
un D, de 300 nm. En la segunda etapa se formaron
las cortezas con funcionalidades carboxilo o acetal
sobre la siembra de PS, generando asi particulas con
morfologia “core-shell”.

En la Tabla 1 se resumen las principales caracteristi-
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cas del latex siembra de PS y de los dos latex funcio-
nalizados.@

Tabla 1. Principales caracteristicas de las latex

Latex
F3 Carboxilado Acetal
Dz [N 285 355 az0
Orlhm] 304 39 a26
Dps [nm) 300 374 330
Sxkel [N - 37 15
Pdidispersidad 1.009 1.004 1.009
& [HCiemd] 14.9 78.4 24.6
fene [MEgfor] - 1.76x10%  2.22x10 7
BeoIMEgikem] - 7.95x10" -
By [MEGem?] - - 3.21% 10"
¢.e.c. vis ] 250 300 250
c.o.o. OLS [mid] 75 a00 1480

Para el latex carboxilado se obtuvo una conversion
final de 88%, con un crecimiento del diametro de par-
ticula, respecto de la siembra, de 74 nm (espesor de
la corteza, e, = 37 nm). En el latex con funcionalidad
acetal, la conversion final obtenida fue baja (  30%),
observandose un incremento del diametro de particu-
la, respecto al de lasiembra, de 30 nm (e, ,= 15 nm).

Los diametros medios estimados a partir de las medi-
ciones de DLS (D) y T (D) resultaron mayores a los
obtenidos por SEM (Dg,,) debido a que en esta ultima
se miden particulas secas, mientras que en DLSy T
se determinan diametros hidrodinamicos.
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En todos los casos, se logré sintetizar latex con baja
polidispersidad de tamafos, que es requerida para su
empleo en el desarrollo de reactivos de IA (los latex
deben ser “monodispersos” para aumentar la estabili-
dad coloidal; asegurar un reparto homogéneo de las
proteinas sobre la superficie de las particulas; y lograr
una mejor visualizacion de la reaccion de aglutinacion
que se produce en el inmunoensayo).

Los latex con morfologia “core-shell” presentaron gru-
pos sulfato, carboxilo y acetal en su superficie, pro-
porcionados respectivamente por el iniciador y los
mondmeros de funcionalizacién (MAAy ADEA). Sélo
los grupos superficiales sulfato y carboxilo proporcio-
naron estabilidad a las particulas de latex. Los latex
con funcionalidad carboxilo mostraron mayor estabili-
dad coloidal (mayor c.c.c.); mientras que los latex con
funcionalidad acetal presentaron una estabilidad simi-
laralos latexde PS.

Finalmente, las c.c.c. obtenidas por el método visual
resultaron mayores que las determinadas por DLS en
iguales condiciones, corroborando la mayor sensibili-
dad y la ausencia de subjetividad de los métodos ins-
trumentales en la deteccidon de la agregacién de las
particulas coloidales.

2. Obtencioén de los Ags Recombinantes

Los Ags se obtuvieron con un alto grado de pureza y
con una adecuada concentracién como para ser utili-
zados en la sintesis de complejos latex-proteina para
ensayosde |A.

Durante la evaluacion de la antigenicidad de las pro-
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teinas recombinantes mediante ELISA, se observé

que los sueros de pacientes no infectados no mostra-

ron ninguna reaccion, mientras que los sueros de los

pacientes chagasicos mostraron reaccion positiva.

De esta manera, se comprobé que las proteinas obte-

nidas presentan actividad especifica como Ag de cap-

tura, para su utilizacién en la sensibilizacion de las par-
ticulas de latex para el diagnéstico de la enfermedad

de Chagas.

3. Sintesis de Complejos Latex-Proteina

En los experimentos de sensibilizacion de las particu-
las con HTP, la fraccién de proteina unida covalente-
mente fue baja (menor al 50%) y cay6 ligeramente
con el incremento de la concentracién inicial de pro-
teina. Esto puede estar relacionado al hecho de que
al ser el HTP una mezcla de proteinas de distintos
tamanos, las mayores pueden ocluir grupos reactivos
de la superficie de las particulas, reduciendo la dispo-
nibilidad de los mismos parainteractuar con otras pro-
teinas y/o a las distintas reactividades de las protei-
nas en funcién de su estructura.

En el caso de las proteinas recombinantes, la fracciéon
de proteina unida covalentemente fue mucho mayor
que en el caso del HTP. Esto puede deberse al peque-
Ao tamafo de las proteinas utilizadas, lo que permite
que tengan buena accesibilidad a los sitios activos,
evitando su oclusion.

Cuando se trabajo con las proteinas recombinantes,
tanto la cantidad total unida, como la ligada covalen-
temente aumentaron con la concentracion inicial de
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proteina. Sin embargo, la relacién entre la proteina
unida covalentemente y la cantidad adicionada dismi-
nuyo al aumentar la concentracion de proteina adicio-
nada, debido a la saturacién de los grupos superficia-
les. Se observé ademas, que la fraccion de proteina
unida covalentemente resulté muy alta, aun cuando
la concentracion inicial de proteina fuera baja, lo que
podria hacer innecesaria la desorcion de las protei-
nas adsorbidas fisicamente, reduciendo asi, el riesgo
de desnaturalizacion.

La Fig. 5 muestra algunos de los resultados obtenidos
en la produccién de complejos latex-proteina, a partir
del latex carboxilado y de diferentes proteinas antigé-
nicas. La totalidad de los resultados, pueden consul-
tarse en nuestros trabajos previos [3-13].

Finalmente, los complejos latex-proteina obtenidos
fueron caracterizados. Para ello, se les determind la
c.c.c. y el diametro de particula de los complejos
latex-proteina por DLS a Multiples Angulos (MDLS)
enelrango 30°-110° (aintervalos de 10°). De resulta-
dos que no se muestran por razones de brevedad, se
observé que: a) los valores de c.c.c. de los complejos
latex-proteina fueron menores que los correspon-
dientes a los latex sin sensibilizar; b) los diametros
medios de los complejos latex-proteina medidos por
MDLS en funcién del angulo de deteccion exhibieron
un comportamiento similar al de los latex sin sensibili-
zar, pero con un ligero desplazamiento hacia diame-
tros mayores. Esto estaria indicando que la distribu-
cion de tamafos de particula no cambia de forma y
que no hay aglomeracion sustancial de particulas
durante la sensibilizacion.
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@g. 5: Union covalente del HTP (a); la proteina recombinante simple

(b) y la proteina recombinante quimérica Q1 (c) sobre las particulas
con funcionalidad carboxilo. Se representa la cantidad de proteina uni-
da sobre las particulas ( ,,, mg/m?) en funcién de la concentracion ini-
cial de proteina (C, mg/mL). Las densidades de proteina total unida a la
superficie de las particulas (barras marrones) se compara con las den-
sidades de proteina ligada en forma covalente (barras naranja) determi-
nadas después del proceso de desorcién con Tritén X-100. El porcenta-
je sobre las barras indica la fraccién de proteina unida covalentemente.
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4. Aplicacion de los Complejos Latex-Proteina en
Ensayos delA.

Evaluacion Mediante el Método Visual

Durante el analisis mediante el método visual (Fig. 6),
se utilizaron los complejos obtenidos con las protei-
nas recombinantes. En general, la 1A se hizo visible a
los 35-40 segundos con el suero control positivo. Sin
embargo, para obtener una diferenciacion significati-
va entre el suero control positivo y el negativo, se
observé que el ensayo se deberia leer después de 2
minutos, pudiéndose extender incluso hasta los 8-10
minutos. De resultados no mostrados por brevedad,
se observo que si bien con los complejos obtenidos a
partir de las proteinas recombinantes simples se obtu-
vo mayor velocidad de aglutinacion, la misma resulté
mas clara con los complejos sintetizados en base a
las proteinas recombinantes quiméricas.

Suero (+)

Suero (-)

Fig. 6: Ensayo de |A detectado por el método visual a los 4 minutos de

poner en contacto al suero control positivo (y al suero control negativo)

con el complejo formado con el latex carboxilado y la proteina recombi-
nante quimérica Q1.
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Evaluacion Mediante Turbidimetria

4.a. Busqueda de las Condiciones del Medio de
Reaccion

Debido a que la composicién del medio de reacciéon
juega un papel vital en el reconocimiento inmunolégi-
co, se la optimizd con el objetivo de obtener las condi-
ciones de reacciéon que permitan maximizar la discri-
minacion entre los sueros positivos y negativos. En
base al complejo obtenido a partir de la proteina Q1y
el latex carboxilado, se analizo,: a) el tiempo de reac-
cion, es decir el intervalo entre la mezcla del suero
con el complejo latex-proteina y la lectura de la absor-
bancia, haciendo medicionesa t=5, 15y 25 min; b) la
influencia de la fuerza iénica del medio de reaccién,
trabajando a valores de 20 y 150 mM; y c) la presen-
cia de un agente bloqueante de los sitios que queda-
ron libres sobre la superficie de las particulas des-
pués del proceso de sensibilizacion. Los resultados
obtenidos se muestranenlaFig. 7.

Respecto del efecto del tiempo de reaccion (Fig. 7a),
se observé que los mejores resultados se obtuvieron
a los 5 min. Al aumentar el tiempo, se incrementé la
respuesta del suero negativo, dificultando la discrimi-
nacion con el suero positivo. Esto podria deberse a la
pérdida de estabilidad del complejo latex-proteina
con el tiempo.
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. En lo que refiere a la influencia de la fuerza i6nica del

medio de reaccion en el que se llevo a cabo el inmu-
AA noensayo (Fig. 7b), se observd que la mayor discrimi-
nacion entre el suero control positivo y el suero control
negativo se obtuvo a baja fuerzaionica. En estas con-
diciones, las cadenas poliméricas situadas en la
superficie de las particulas, y que poseen los Ags uni-
dos covalentemente, se encuentran extendidas hacia
o iy la solucion, lo que permite que los Ags queden mas
10 tmiin] expuestos para interaccionar con los Ac presentes en
b) el suero. Por otra parte, la estabilidad de los comple-

jos latex-proteina es mayor a baja fuerza i6nica, debi-

do a que tanto las proteinas como la superficie de las

0.5 particulas estan cargadas negativamente, lo que
genera repulsion entre las particulas, evitando de
este modo la aglutinacion inespecifica. En cambio, a
alta fuerza ionica, los Ags se encuentran mas cerca-

a)

0.5

AA

0.0 . nos a la superficie de las particulas, dificultando la
20 150 I [mM] interaccion Ag-Ac por impedimento estérico o bien
10 por oclusion del sitio activo del Ag. Ademas, los com-
c) plejos latex-proteina son menos estables a alta fuer-
Wil zaibnica, generando aglutinacién inespecifica.

Cuando al buffer de reaccion se le adicioné agentes

0.3 bloqueantes, aumentd la interaccion Ag-Ac y se logré
disminuir las uniones inespecificas (Fig. 7c). La pre-

sencia de estos agentes permite bloquear los sitios

- libres de las particulas, es decir, aquellos no ocupa-
dos por las proteinas antigénicas inmovilizadas

durante la sensibilizacion. De esta manera, el Ac pre-
sente en el suero al que sera expuesto posteriormen-

0.0
sin blog con blog

Fig. 7: Estudio de las condiciones de reaccion: a) Influencia del tiempo

de reaccion; b) efecto de la fuerza ionica del medio; c) influencia de la te el complejo latex-proteina, tiene mayor posibilidad
presencia de agentes bloqueantes en el buffer de reaccion. La respues- de unirse especificamente al Ag, y se evita su unién
ta del suero positivo (barras verdes oscuras) se compara con la res- d . iff bre | ricie de | i
puesta del suero negativo (barras verdes claras). elmanera Inespeciiica sobre la superiicie de la parti-
Cula.
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4.b. Evaluacién de la Sensibilidad y de la
Especificidad del Ihmunoensayo frente a un Panel
de Sueros

En una primera instancia, se considero la aplicacion
de los complejos latex-proteina obtenidos a partir de
los latex carboxilados y de los distintos Ags (HTP, pro-
teinas recombinantes simples y proteinas recombi-
nantes quiméricas) en ensayos de IA, siguiendo las
reacciones Ag-Ac mediante turbidimetria. En la Fig. 8
se muestran las distribuciones de A relativas
( Alcut-off) de los diferentes complejos desarrollados
a partir del HTP, de la proteina recombinante simple
S1ydelaproteinarecombinante quimérica Q1.

Los complejos latex-HTP no permitieron diferenciar
sueros positivos de negativos, debido a que presen-
tan muy baja especificidad (33.3%). Ademas, debido
aque el HTP esta compuesto por una mezcla indefini-
da de proteinas, la cual varia en funcién de la cepa del
parasito y del estadio de desarrollo del mismo, suelen
observarse variaciones en la reproductibilidad y en la
confiabilidad de los resultados; y dificultades para
estandarizar el método de diagnéstico.

Cuando se trabajo con proteinas recombinantes sim-
ples, el ensayo mostr6 mayor especificidad (menor
cantidad de falsos positivos) que cuando se utilizé el
HTP. Sin embargo, la sensibilidad fue baja (70.4%).
Cuando se utilizé proteinas quiméricas, la especifici-
dad del ensayo se mantuvo respecto de las simples
(80.0%), pero la sensibilidad aumento (92.0%), dismi-
nuyendo la cantidad de falsos negativos. Esto puede
estar relacionado al hecho de que al aumentar el
numero de determinantes antigénicos presentes en
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la proteina, aumenta la posibilidad de que éstos sean
reconocidos por los Ac presentes en el suero, lo que
se refleja en una mayor sensibilidad del ensayo. La
ventaja adicional de utilizar proteinas quiméricas es
que permiten diagnosticar la enfermedad de Chagas
tanto en la etapa aguda, como en la crénica, debido a
los Ags que las componen.

5.0
Sansibilidad: 6. 7% Sensibilidad: 704%  Sensibilidad: 92.0%
‘-:5 Especificidad: 33.3%  Especificidad: 80.0% Especificidad; 80.0%
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Fig. 8: Distribuciones de AA relativas obtenidas con los complejos sin-
tetizados a partir del latex carboxilado y las proteinas HTP, S1y Q1.

Los segmentos horizontales continuos muestran los valores medios en

cada ensayo, mientras que la linea horizontal punteada indica el valor
de corte para discriminar entre sueros positivos y sueros negativos.

En cuanto al analisis del panel de sueros Leishmania
positivos, con el complejo formado con el HTP fue
imposible discriminar si el paciente estainfectado con
T. cruzi o Leishmania spp. Esto es debido al fenéme-
no de la reaccién cruzada Chagas-Leishmaniasis,
que se genera por la similitud entre los Ags de ambos
parasitos. Adiferencia de lo observado con el HTP, nin-
gun suero positivo para Leishmaniasis reaccion6 con
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los complejos formados con las proteinas recombi-
nantes.

Finalmente, se analizaron los complejos obtenidos
con el latex con funcionalidad acetal y se comparé su
respuesta durante los inmunoensayos, con la obteni-
da al utilizar los complejos basados en los latex con
funcionalidad carboxilo. En la Fig. 9 se observa que,
empleando la misma proteina, el complejo obtenido a
partir del latex carboxilado permite discriminar mejor
los sueros positivos y negativos, mostrando el ensayo
mayor sensibilidad y especificidad. Por lo antedicho,
los complejos obtenidos a partir del latex con funcio-
nalidad acetal son menos eficientes para discriminar
entre sueros positivos y negativos, probablemente
debido a la baja c.c.c., baja densidad de carga super-
ficial, y baja cantidad de grupos funcionales superfi-
ciales que presentan, respecto de los latex carboxila-
dos. Ademas, los complejos formados a partir de los
latex con funcionalidad acetal, presentan baja estabi-
lidad en el tiempo, debido a que las iminas formadas
durante el proceso de sensibilizaciéon (Fig. 3) poseen
un doble enlace inestable, que se hidroliza facilmente
produciendo la separacién entre la proteina y la
superficie del latex.
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negativos, utilizando los complejos obtenidos con el latex carboxilado
(o con el latex con funcionalidad acetal) y la proteina recombinante qui-
meérica Q1. Los segmentos horizontales continuos muestran los valores
medios, mientras que la linea horizontal punteada indica el valor de cor-
te para discriminar entre positivos y negativos.

:: CONCLUSIONES

Se sintetizaron particulas de latex “monodispersas’
de tipo “core-shell” con funcionalidades carboxilo y
acetal, que sirvieron como soporte para el acopla-
miento covalente de distintas proteinas antigénicas
del T. cruzi. La sintesis de los latex se realiz6 en
dos etapas, definiéndose en la primera (produccién
de la siembra de PS) el tamafio de las particulas; y
controlando en la segunda (copolimerizacién sobre
siembra PS) el tipo de funcionalidad y la densidad
de carga superficial.

En la etapa de sensibilizacién de las particulas de
latex con los Ags, se observd un mayor porcentaje de
proteina unida covalentemente cuando se trabajé
con los Ags recombinantes, lo que haria innecesaria
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la etapa de desorcion con emulsificante de la peque-
fa fraccion adsorbida fisicamente, previa a la utiliza-
cion de los complejos.

Debido a que la composicién del medio de reaccion
donde se realiza el ensayo de |A juega un papel vital
en el reconocimiento inmunoldgico, se la optimizd a
fin de obtener condiciones capaces de maximizar la
discriminacién entre sueros positivos y negativos. Los
mejores resultados se obtuvieron a los 5 minutos de
reaccion, trabajando a baja fuerza ibnica y en presen-
cia de agentes bloqueantes en el buffer de reaccion.
El control cuidadoso de estos parametros fue necesa-
rio para mejorar la sensibilidad en el ensayo de IAy
para minimizar la unién no especifica.

Los diferentes complejos latex-proteina sintetizados,
se evaluaron como reactivos de IA en el diagnostico
delaenfermedad de Chagas, frente a un panel de sue-
ros positivos para Chagas, sueros positivos para
Leishmaniasis y sueros negativos para ambas parasi-
temias. Durante la evaluacion del rendimiento antigé-
nico del HTP se observé que las distribuciones de AA
relativas obtenidas para sueros positivos y para sue-
ros negativos, resultaron muy similares, y que todos
los sueros Leishmania positivos fueros reactivos, lo
que refleja una muy baja especificidad de este com-
plejo para ser utilizado en ensayos de IA.

Al utilizar complejos obtenidos a partir de las protei-
nas recombinantes simples, mejoro la discriminacién
entre sueros positivos y negativos, pero con un eleva-
do numero de falsos negativos. En cambio, los com-
plejos sintetizados a partir de las proteinas recombi-
nantes quiméricas permitieron una importante reduc-
cion de los falsos negativos, lo que gener6 un aumen-
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to de la sensibilidad del ensayo. Ademas, ninguna de
las proteinas recombinantes dio reaccion con los sue-
ros de pacientes con Leishmaniasis, lo cual indica
que dichas proteinas son mas especificas para la
deteccion de Ac anti-T. cruzi que las obtenidas del
HTP, debido a que codifican epitopes especificos del
parasito.

El empleo de proteinas recombinantes en ensayos de
IA, y el uso de proteinas quiméricas en particular, han
posibilitado mejorar la sensibilidad y especificidad del
ensayo, transformando a esta técnica en una herra-
mienta atractiva para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas. Ella ha permitido detectar en forma pre-
coz e in situ, pacientes con enfermedad de Chagas,
tanto en la fase aguda como cronica de la enferme-
dad, con calidad diagnéstica y a bajo costo, lo que la
haria accesible a la mayoria de la poblacién de esca-
sos recursos. Ademas, el ensayo presenta la facilidad
que no requiere instrumental especifico, pudiéndose
aplicar directamente en campo.
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:: RESUMEN

Este articulo presenta una visién resumida del area
de Manufactura Aditiva donde se incluye la clasifica-
cion de los procesos disponibles, separados en cate-
goriay resaltados por suimportancia. Para la cien-
cia de los materiales, la manufactura aditiva repre-
senta aun un desafio en el desarrollo y evolucién de
nuevos materiales con propiedades requeridas que
pueden ser utilizados en uno de estos procesos aditi-
vos. Teéricamente cualquier forma geométrica puede
ser producida con la manufactura aditiva, ya que per-
mite controlar la estructura del material, como por
ejemplo, los poros. Por tanto, las aplicaciones pue-
den variar yendo desde las artes, la industria aeroes-
pacial, la medicina y la ingenieria de tejidos. En parti-
cular, este articulo se avoca a las aplicaciones en el
area médica mostrando las oportunidades para los
cientificos dedicados a la ciencia de los materiales,
para que puedan desarrollar, manipulary utilizar mate-
riales como polimeros naturales o sintéticos, cerami-
cos, metales y sus mezclas, ademas de materiales
bioldégicos como agregados celulares que potencial-
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mente pueden producir nuevos tejidos u organos.
Este trabajo ha sido ilustrado con ejemplos de implan-
tes permanentes, andamios para ingenieria de teji-
dos (scaffolds) y con el potencial de produccién de teji-
dos utilizando la manufactura aditiva. La intencion del
mismo no es hacer una revision sistematica de la lite-
ratura cientifica, sino mas bien ofrecer una vision
general de las potencialidades de esta nueva tecnolo-
gia enfocada en la medicina, apoyados por algunas
actividades desarrolladas en el Centro de Tecnologia
da Informagdo Renato Archer — CTI ubicado en
Campinas - Brasil. El articulo es una compilacion de
una conferencia plenaria impartida durante el 4o
Encuentro de Jévenes Investigadores en Ciencia de
Materiales llevado a cabo en Mar del Plata —
Argentina en Octubre de 2012.

::ABSTRACT

This article presents an overview of the additive manu-
facturing area. The presented processes are classi-
fied in categories and the most important are high-
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lighted. For material science, additive manufacturing
is a challenge in order to customize and develop new
materials with required properties that can be used in
an additive processes. Theoretically, any shape can
be produced using additive manufacturing with con-
trolled structures in the material, such as engineered
porosity, for example. Therefore, applications are
expected to span from art to tissue engineering pass-
ing through aerospace and medical fields. This article
highlights applications in the medical area showing
opportunities for material scientists to develop,
manipulate and use materials like natural and syn-
thetic polymers, ceramics, and metals and its alloys,
and even biological materials like cell aggregates to
potentially produce new tissues or organs. We illus-
trate with examples of permanent implants, scaffolds
and the potentialities for tissue productions with addi-
tive manufacturing. The purpose of the article is not to
make a review of the area but to give a broad vision of
the potential of this relatively new technology with a
focus in medicine illustrated by some activities devel-
oped at Renato Archer Information Technology
Center — CTI, in Brazil. This is mainly a compilation of
a lecture presented at the 4th Meeting of Young
Researchers in Material Science held in Mar del Plata
—Argentinain October2012.

::INTRODUCTION

The term 3D printing encompasses a broad class of
processes based on continuous deposition of mate-
rial layer-by-layer until a physical object is built as
shown in Figure 1. Originally the name for this class of
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process was rapid prototyping in the sense that a pro-
totype of a product could be quickly and automatically
created from a computational model. A prototype is
the first of a series that is being used in many different
industries to speed up new product development pro-
cesses. The first Rapid prototyping process was first
lunched in 1986 by the 3D Systems Company, in the
USA, showing a stereolithography machine where a
photopolymeric resin can be hardened by the inci-
dence of an ultraviolet laser beam with movement con-
trolled by a computer [1]. Since then, a myriad of pro-
cesses using many materials are available commer-
cially and others are in development at many research
laboratories.

Fig. 1: Physical object built layer-by-layer

Nowadays, 3D printing or rapid prototyping is turning
into a manufacturing focused process and a
Committee (F42) of American Society for Testing and
Materials —ASTM was established in 2009 to deal with
it. This committee defined the official name of the tech-
nology as “additive manufacturing”. ASTM is also inte-
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grating efforts with ISO (261 Technical Committee) in
the area of test methods, processes, materials, termi-
nology and design. It includes a new Standard
Specification for Additive Manufacturing File Format —
AMF for a better and more complete representation of
complex objects [2].

In this article we will use from now on the term additive
manufacturing to be compliant with the standards but
3D printing, rapid prototyping, solid freeform fabrica-
tion and others are still used as synonyms.

The aim of this article is to describe the classes of addi-
tive manufacturing processes with focus on material
development challenges for this fast growing field and
some applications.

:: ADDITIVE MANUFACTURING PROCESSES

There are more than 30 commercial additive manu-
facturing processes with economic importance. In
2012 the International Committee F42 on Additive
Manufacturing of ASTM voted on alist of process cate-
gory, names and definitions. The available processes
are included in one of the following categories,
according to the definition of ASTM [3]:

«Material extrusion is an additive manufacturing pro-
cess in which the material is selectively dispensed
through a nozzle or orifice.

«Material jetting is an additive manufacturing process
in which droplets of build material are selectively
deposited.

Binder jetting is an additive manufacturing process in
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which a liquid bonding agent s selectively deposited.

«Sheet lamination is an additive manufacturing pro-
cess in which sheets of material are bonded to form an
object.

*Vat photopolymerization is an additive manufactur-
ing process in which liquid photopolymer in a vat is
selectively cured by light-activated polymerization.

«Powder bed fusion is an additive manufacturing pro-
cess in which thermal energy selectively fuses
regions of a powder bed.

*Directed energy deposition is an additive manufac-
turing process in which focused thermal energy is
used to fuse materials by melting as the material is
being deposited.

This is a valid categorization based on what is known
at the moment but new processes will be developed
and the standard has to be flexible to include them as
new categories.

Those processes have in common the fact that they
produce physical objects from a virtual model repre-
sentation in a computer, frequently a CAD -
Computer-Aided Design - model, and continuously
depositing one layer of material upon another. This
opens up new possibilities to produce complex or
impossible geometries when using regular production
processes.

Some pros and cons can be highlighted when com-
paring additive manufacturing to conventional pro-
cess:

«Energy optimization: implies the use of energy only
to transform the material necessary. Conversely to
conventional process, as metal process for example,
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in which a material is transformed in a block of bulk
material that is milled and the big amount of chips has
to be reprocessed into a new block and so on.

*Reduction in material waste: means that the only
necessary material is used to create parts. However, it
is not completely true because sacrifice support struc-
tures sometimes are necessary and some materials,
in special polymers, degrades with continuous use
under heating. The reduction in logistic is also inter-
esting since you can be able to produce parts in the
site they are wanted reducing costs of transportation
and stocking. In this sense NASA lunched some pro-
grams to include additive manufacturing in its opera-
tions to produce parts with added value for satellites
and space exploration vehicles in space in the future.
Most recently NASA embraced a program in coopera-
tion with Washington State University that intends to
use a moon material simulant with the same composi-
tion of moon grinded surface rocks to produce parts by
means of selective laser sintering process.

«Special tooling and speed: generally additive manu-
facturing processes are slower than conventional pro-
cesses but its capability is increasing in a very fast
pace. It has some advantages producing small and
very complex parts when compared to conventional
processes. There is great flexibility to produce many
different parts at the same time automatically without
the necessity of special tooling and fixtures. The draw-
back of additive manufacturing processes is the
depreciation of material properties, stiffness and sur-
face finishing.

«Design optimization: the use of additive manufactur-
ing allows the designer to produce complex shapes
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and moving parts without the constraints of conven-

tional production. Production of internal or hidden

structures, conformal cooling channels, special pas-

sages for cables, pockets for embedded sensors, actu-
ators and optics, are also possible. It can be useful to

mimic any structure from nature like the complexity of

a human anatomy. The former opens up a new area of

developmentin CAD to represent complex structures

from micro to macro sizes [4]. New processes and

materials are becoming available to produce

multimaterial, functional gradient material (FGM), and

cellular structured materials. The multimaterial and is

achieved using different materials that are mixed auto-
matically by computer, creating what is being called

digital material.

Although additive manufacturing is becoming an eco-
nomically promising technology, it will be almost
impossible that this technology can replace the mass
production of parts or components. On the other
hand, its flexibility and increasing offer of materials
can be a great opportunity for specific production or
small series as well as mass customization. Today the
most appealing areas to expand additive manufactur-
ing applications are the aerospace industry due to its
complexity, small series production, medical and den-
tistry, due its highly customized solutions to fit a spe-
cific patient.

Additive manufacturing is blooming. It ranges today
from highly specialized machine for serial production
of metal or polymer parts to the experimental plat-
forms with open source software and hardware that
promises to change the production scenario the com-
ing years [5]. An influential report of Gartner Group on
emerging technologies situates additive manufactur-
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ing (3D printing and 3D Bioprinting as it appears) in
the technology trigger stage [6] meaning that a lot has
to be done. Agencies from all over the world are
investing in centers and roadmaps for this technology
[7,8,9].

Beyond this, size is becoming a very interesting and
important domain. Today it is already possible to pro-
duce parts in the micron world using, for example, a
process called Two-Photon Polimerization (2PP) [10].

:: SOME COMMERCIAL PROCESSES

The most commonly used commercial processes of
additive manufacturing are:

«Stereolithography (SLA): It was the first commer-
cially available process in 1986. In this process a laser
beam of specific a wavelength hits selectively the sur-
face of a photopolymeric resin deposited in a vat. The
resin gets hard to form a layer. Then, a platform inside
the vat is moved down and another resin layer is
photopolymerized. The process follows this sequence
until finishing the part. Support structures are built with
the same material and are broken down after taking
out the part. It is a process in the category of Vat
photopolymerization according to ASTM. In the begin-
ning there were few materials available but today
there are many possibilities. All of the available mate-
rials try to imitate the properties of regular material for
industry.

«Fused Deposition Modeling (FDM): It is the process
where a filament of material and a filament of support
material are automatically deposited on a platform by

Pagina | 32

TRABAJO TECNICO |

means of a heated extrusion head. The process is
repeated layer-by-layer until the physical model is fin-
ished. After, the support material is taken out by
means of a process like ultra-sound bath. This is a pro-
cess in the category of Material extrusion as defined
by ASTM. This process produces accurate models in
many different thermoplastic materials, including spe-
cial engineering thermoplastics.

«Selective Laser Sintering (SLS): It is the process
where a laser beam transfers energy into a surface
containing a thin layer of pre-heated powder material.
A computer automatically controls the movement of
the laser beam focus. The energy transferred by the
laser beam fuses specific areas of the surface. After
fusing one layer, another one is deposited and again
the laser fuses this layer that will glue in the previous
ones. This is repeated until the physical model is fin-
ished. The remaining not sintered powder is taken out
after finishing. This process s located inthe ASTM cat-
egory of Powder bed fusion. It produces strong mod-
els in many different materials and composites. There
are two other important commercial processes that
can be classified in this category. The first is the Direct
Metal Laser Sintering (DMLS) that uses the same con-
cepts with a fiber laser to melts down materials with
higher melting point like metals and alloys. The sec-
ond process is Electron Beam Melting (EBM) that
instead of using a laser it utilizes an electron beam to
transfer energy to a metal or metallic alloy powder
bed. In order to illustrate one of the processes, Figure
2 shows adiagram of a typical SLS system.
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Fig. 2: Diagram of the SLS process

*Multi Jet Modeling (MJM): It is the additive process
where a print head containing hundreds of nozzles
selectively spreads in a surface a photopolymeric
material that is cured by the incidence of a specific
wavelength. Another print head spreads support mate-
rial, normally in form of a gel that is also polymerized. It
is a continuous process where the platform is lowered
down a tenth of a millimeter for each layer. Finally, the
support material is taken out with water jet. It is a pro-
cess classified, according to ASTM, as Material
Jetting. The company Objet Geometries calls this pro-
cess Polyjet. Some of the Objet’s machines are able
to combine different material within a single 3D printed
model. This company provides a myriad of material
that mimics regular plastic materials.

*3D Printing (3DP): Itis a process where a multinozzle
print head selectively spreads a liquid binder in a plat-
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form with a powder. The binder reacts with the powder
to compose a layer while the platform is moved down.
The process repeats until the end of the part. There is
no necessity for support structures since the loose
powder is responsible for stabilizing the part being
built. After finishing, the loose powder is taken out and
the part is infiltrated with resin to increase mechanical
properties. ASTM classifies this process as Binder jet-
ting. Itis one of the most popular today because of the
low costs of acquisition and operation.

:: MATERIALS DEVELOPMENT FOR ADDITIVE
MANUFACTURING

The ultimate goal of additive manufacturing pro-
cesses is to produce physical models with known and
predictable properties. The commercial additive man-
ufacturing systems developers offer a huge amount of
material choices but they are mostly specific for one
process and many times for a specific machine. There
are developers that have almost 60 different materials
for their processes. Each of their material offer spe-
cific capability to meet specifications of form, fit, and
function needs. Normally they defend their choices of
proprietary arrangements promising the best features
you need but it is mainly a matter of marketing. The
additive manufacturing materials are very expensive
and proprietary solutions are responsible for a big part
ofthe developer'sincome.

In some processes the development of a new material
that behaves like a well-established material in indus-
try is challenging. Companies can offer commercially
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different material of the type “ABS-like” or “Polyethyl-
ene-like”, among many others, that theoretically meet
the required characteristics of a regular industrial
material. In fact, it is not always true. Even when the
suppliers specify their material as industrial grade the
final part may have not the same properties of the
injected or milled material found in regular production
systems. Therefore, it is paramount that material sci-
entists research new materials for additive manufac-
turing. These new materials have to meet real applica-
tion requirements of the industry, with a minimum of
waste in the processing and a maximum of functional-
ity whenin use.

Figure 3 depicts some basic possibilities of materials
for additive manufacturing. The size of the circles cor-
responds to the market share of each type of material.

Polymers

Liguids, powder or filaments

Fig. 3: Materials for additive manufacturing
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«Polymers: It is the biggest class of material for addi-
tive manufacturing. The polymers can be a thermoset
or a thermoplastic and can be found in many different
forms like liquid, semi-liquid, powder, filaments and
sheets, depending on the process to be utilized. The
most important categories are the epoxies, acrylate
epoxies, Acrylonitrile butadiene styrene (ABS),
Polycarbonate, Polyphenylsulfone (PPSF), Polyami-
de (PA), polyetherimide (PEI), etc. The most common
processes cited in this article that run polymers are
SLA, Objetand SLS.

«Metals: this is the second biggest class of material for
additive manufacturing. Theoretically any metal mate-
rial or its alloy can be used if it is in powder form and
the temperature is enough to reach the metal specific
melting point. On the other hand, there are some inter-
mediate processes that glue metal powder using a
polymer and after the green part is fabricated it is
sintered and infiltrated by a lower melting point metal
in an oven like in the SLS process. Direct metal
sintering and metal fusion are realized by DMLS and
EBM processes, respectively. Sciaky Inc. produces
an important metal wire-feed melting process using
an electron beam or laser gun to melt the continuously
fed wire. This process is being used to direct manufac-
ture near net shape large parts for aeronautics. There
are a huge list of metals and alloys and the most com-
mon are the various Stainless Steel alloys, Cobalt
Chrome, Titanium Ti6Al4V-ELI, Titanium Grade 2,
Inconel, Maraging Steel, Aluminum, and many others.
Applications for added value industries and medical
areas are growing very fast. Differently from polymer,
metal parts are not made of “like-material” but the
metal or alloy used is the real production material.
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«Ceramics: This is the smallest class of regular mate- num or carbon fibers and photocurable resins with
rial for additive manufacturing but with very promising ceramic particles, especially for additive manufactur-
developments and potential applications due the pos- ing microsystems (Ormosil - organically modified sil-
sibility to modulate material in a complex shape. ica and Ormocer - organically modified ceramics,
There are different ways to process ceramic material: etc.).

a) Direct and indirect laser sintering of ceramic

powders (SLS);

:: APPLICATIONS OF ADDITIVE MANUFACTU-
b) Movable print head selectively deposits a RING IN MEDICINE

binder onto a platform (3DP);
c) sheets of ceramics can be laser cut, stacked

and bonded using adhesives and heat (this pro- Applications of additive manufacturing range from art
cess is known as Laminated Object Manufactu- to tissue engineering. Figure 4 shows this broad area
ring - LOM); for additive processes. The applications shown in this

article focuses on the additive manufacturing for the
medical area. Our proposal is not to make a review of
the area but show some applications in the medical
field that are being developed at Renato Archer
Information Technology Center - CTl, in Brazil.

d) ceramic particles in a semi-liquid or aqueous
suspension can be extruded into a filament (FDM)
and e) ceramic particles can be suspended into a
photocurable liquid monomer, which can be selec-
tively cured (SLA). The most common is the pro-

cess 3DP where a liquid binder glues layers of A \‘ r'\*-, f,f}‘

material and after can be processed in an oven or ""’%‘;_-?“‘g\f%:\.x || Vv .
infiltrated with resins to acquire mechanical resis- “Qri\\%i\ﬂ'ﬁ 14 / /{(ﬁf’_ B
tance. Special sand can be sintered by means of = ;H@QL‘\\ 4 ﬁ}’f«;- ===
the DMLS process to create molds for metal cast- f“w_%_‘f,j;‘;;"- ; %__—:%
ing. The production of ceramic parts is very prom- — M
L) .. [ '—-__"El._u.\,:'l“'“ —
ising in industry due to the possibility to produce vy i

very complex shapes and modulate material prop- B

H

erties. The ceramic area still misses accurate pro- ‘E E

cess development and applications. The materi- sg
=

als mostly used are sand, gypsum, Zirconia, |

Silicon Nitride, Alumina, etc. | |
«Composite materials: Can assume any combination T, N T
Po : . y cormbir =S7LF Y %
and it is very common to find materials like a '
polyamide matrix filled with additives like glass, alumi- Fig. 4: Areas of application of Additive manufacturing [11]
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The combination of additive manufacturing and area.
biomaterials is paramount as a natural solution for

. . F
medical areas in the near future. By means of

Computerized - CT Tomography or Magnetic CDQ;%ZX“F f{j‘t_E}??jS_fgr_rggggr_ﬁf]J
Resonance Imaging — MR, a patient specific model- solutich /

ing can be done overtaking anatomical complexity. On Al

the other hand, the biomaterials can be, theoretically, / ,\U;:_;}"-'ﬂ

modulated in composition and in form for the specific / a@ﬂ“ _d,.-*ﬁn vivo tissle printing
application for either a temporary or permanent Pl

implant. However there are very few offers of & ?{\ Forgan Bioprinting
biomaterials for additive manufacturing. The /é@?_,,ﬂ‘&;aﬁo!ds
biomaterials available today that could be implanted 4
are some metals like Titanium and its alloys, and
Chrome-Cobalt alloys. The other biomaterials like
polymers that comply with the certification ISO 10993

are not adequate yet forimplants but only to be in tem-

Biofabrication
.-'"’-’-’ -
_-ajTEmpcurary or permanent implants

Mare natural solution

Fig. 5: Solutions to substitute or repair organ and tissues using additive

porary contact with body. manufacturing
A natural evolution and growing challenging for
research and development in the medical area is Permanent Implants

shown in the Figure 5. As the closer to a natural
approach solution the more complex the solution is.

Therefore, with the help of additive manufacturing pro- In what follows is presented an example of a human
cesses, temporary and permanent implants can mandible reconstruction due to a tumor. Medical
increase functionality and fit better in patients. images from computerized tomography are acquired
Temporary structures for tissue healing (scaffolds) from the patient and a 3D model (STL file format) of
can be produced in a very effective way [12] and even the healthy part of the mandible is transformed into sur-
new additive processes to produce organs and com- faces using the BioCAD approach [13] (see Figure
plex tissue can be pursued as organ bioprinting. In 6(a)). The missing part of the mandible is redesigned
Figure 5, biofabrication encompasses the scaffold considering biomechanical requirements to create the
and the organ bioprinting approaches. prosthesis. A mesh is then generated in Finite

Element Methods — Figure 6(b), to simulate the bone
and prosthesis made of Chrome-Cobalt medical alloy
with the DMLS process — (Figure 6(c)). The prosthesis
was fabricated in Chrome-Cobalt using the DMLS

Some examples of permanent implants, surgical
guides to improve surgery performance, scaffolds and
organ bioprinting will be presented in this section in
order to show the range of application in the medical

Pagina | 36 SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES



additive manufacturing process (Figure 6(d)) [14].
However, this solution has not been approved yet by
the national agencies on the world so far. For its
actual use as implantation technique approval from
ethical committees is necessary.

Surgical Guide

In the Figure 7 a surgical guide for dental implants is
developed specifically for the patient and realized in
SLS process [15]. This guide can be sterilized and
used as it is produced, adding some metal inserts in
the holes (red circle). The guide is useful for translat-
ing surgical planning to operating room with precise
depth and angulation control, avoiding risks to reach
noble structures of the mandible like mandibular chan-

Fig. 6: A human mandible reconstruction and realization in DMLS addi-
tive manufacturing process
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Fig. 7: Guide produced in SLS for dental implant surgery

Scaffolds

Scaffolds are made of resorbable biomaterials with
interconnected pores that will be used as a temporary
structure for cell growing and proliferation in order to
replace or repair a tissue or organ. This is a
multidisciplinary approach and additive manufactur-
ing appears as a very effective solution to produce
scaffolds in various biomaterials in comparison with
the traditional methods. With additive manufacturing,
scaffolds can be directly produced in almost any mate-
rial with a controlled morphology of the pore size and
distribution in anatomical shapes from a CAD model.

Scaffolds can be made of natural or synthetic poly-
mers, ceramics or any combination of the both. The
most common biomaterials are hydroxyapatite, cal-
cium phosphate, alginate, chitosan, Polyhydroxy-
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butyrate (PHB), Polycaprolactone (PCL), and
PolylacticAcid (PLA).

Figure 8 shows a scaffold structuration in the form of a
human condyle using a commercial SLS machine
(SinterStation 2000 -3D Systems) with Polyhy-
droxybutyrate (PHB), a natural polymer from sugar
cane in powder [16]. This is an example of how to use
commercial machines to give form to a non-commer-
cial material. This is potentially interesting for tissue
engineering of bones.

PHEB powder

Porous scaffold

Fig. 8: Polyhydroxybutyrate porous scaffold mimicking a human
condyle produced in SLS process

Experimental platforms for additive manufacturing are
becoming of common use. In 2006 CTI developed an
open platform called Fab@CT]I [17] that has been
used for many applications with high flexibility due to
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the interchangeable strategy to use different materials
in different forms. One of the applications developed
was the production of scaffolds in Polycaprolactone
(PCL). Figure 9 shows some results of scaffolds discs
with different porous configuration [18]. Scaffolds of
Polylactic Acid (PLA) were also produced in this plat-
form[19].

Regular
Raster

L%

& layers
+ 0,3 mm

Random
raster

[p-gmm-,- = 4?}5] | Porosity = 5‘9%] Porasity = T4%

Fig. 9: PCL scaffolds produced in Fab@CTI machine with different
strategies

Organ Bioprinting

Organ bioprinting is a branch of biofabrication appear-
ing as a novel scaffold-free approach for tissue or
organ production that uses a layer-by-layer additive
automatic process to deposit tissue spheroids, in a
controlled way, as building blocks [20, 21]. Basically, a
tissue spheroid is a microtissue composed by cell
aggregates that will be enveloped by some type of
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hydrogel. Tissue spheroids contain high density of
cells. When a 3D printer dispenses them, they start to
fuse automatically by surface tension as a natural self-
assembly behaving as a fluid. Therefore, tissue
spheroids have been considered as a special type of
material.

Organ printing includes three main sequential steps:
the design of the organ “blueprint” with special imag-
ing and Computer-Aided Design software (pre-
processing), the actual printing by means of 3D print-
ers (processing), and the accelerated tissue matura-
tion with bioreactors (post-processing) [22]. These
three phases — design, production and maturation —
can be seen in the Figure 10. Computing simulation is
a tool of great importance in all of the steps for better
understanding and ideal design of the equipment and

theirintegration.

Design phase

7

/

Simulatian
-

™
e

Production phase

Maturation phase

/ T -
If I I1 I':

Clinical phase

Fig. 10: Steps for organ production

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES

| TRABAJO TECNICO

Lockyball approach

A novelty which has been developed at CTI, named
'lockyball', is characterized by a structure that con-
tains hooks and loops in such way one can be
attached to another as it happens with the Velcro®
concept. The main goal is to create a hollow volume to
encapsulate tissue spheroids. The advantages are
the mechanical structuring and the avoidance of pre-
mature spheroids fusion. Lockyballs designed at CTI
were tested in many different configurations regarding
the level of lockability (see Figure 11(a)). After many
tests using SLS models one was chosen as the pre-
ferred configuration and scaled down to the size of
200 pm of diameter and produced in Two-Photon
Polymerization (2PP) equipment using Ormocer resin
as building material (Figure 11(b)) [23].

(b)

Fig. 11: Lockyball CAD design (a) and printed at Two-Photon
Polymerization (b)

Lockyballs are expected to be useful as a self-
structured filling material to repair bone and cartilage
tissues without the use of traditional scaffolds [24].
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Post Processing of additive manufacturing parts

Additive manufactured produced parts with complex
surface that can be coated by various methods.
Bandeira et al. [25] treated the surface of polyamide
(PA 12) parts obtained by SLS process by means of a
dip-coating method with a sol-gel to obtain a calcium
phosphate film. It is claimed to be a fast and simple
chemical process not requiring the use of heat treat-
ment or high pressure. Figure 12 shows a surface
treatment process of PA12. The most challenging fact
in surface functionalization is the geometrical com-
plexity that an additive manufacturing part can
assume with internal and external details that are not
easily reachable.

Fig. 12: Surface coating of PA12 using Sol-gel process. Before treat-
ment (a) and after treatment (b) [25]

:: FINAL REMARKS

Additive manufacturing appears as a novel multidisci-
plinary area of research and development. The scien-
tific and regular media are paying great attention to
this subject. Indeed, the most industrialized countries
are currently establishing research centers and gov-
ernmental policies to incorporate additive manufac-
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turing as a new industrial revolution. Many applica-
tions are consolidated in the industry and new chal-
lenging areas as medicine, are still an open field for
material scientists. However the additive manufactur-
ing still needs strong developments to get out of its
infancy, even in more consolidated areas of industry.
Within new areas like organ printing, despite its great
potential, many years of advanced research will be
necessary before reaching a mature stage of its
development.
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PROGRAMA MATERIALES. SECRETARIA DE CIENCIA, TECNOLOGIA Y POSGRADO
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Coordinadora: Dra. Nancy Quaranta
Asistente: Ing. Romina Varoli

::MARCO INSTITUCIONAL

Diversas disposiciones en vigencia de la UTN expre-
san la necesidad de arbitrar medios para la promo-
cion, coordinacion, seguimiento y evaluacion de las
actividades Cientifico Tecnoldgicas de esta
Universidad. Dichas acciones se potencian y proyec-
tan adecuadamente cuando todas las actividades de
un determinado campo de aplicaciéon se organizan
bajo la forma de un Programa, entendiendo como tal,
al conjunto coordinado y autosuficiente de proyectos
orientados hacia un mismo objetivo o hacia varios
objetivos estrechamente relacionados entre si, sien-
do inherente a dicho Programa consolidar una instan-
cia de conduccién centralizada que asegure coordi-
nacién, complementacion de esfuerzos, interrelacion,
etc., optimizando medios y asignacion de recursos.

El Programa Materiales-PROMAT ha sido creado en
este marco por Resolucién del Consejo Superior
RCSUN°1814/07.
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:: OBJETIVOS

El Programa se enfoca a brindar especial atencién a
la formacion de recursos humanos en Ciencia de
Materiales tratando de seleccionar cursos o activida-
des que interesen e integren al mayor niumero posible
de participantes del Programa, y en tematicas que se
detecten como escasamente desarrolladas dentro de
las consideradas imprescindibles para la consolida-
cionde RRHH en esta area.

Otro objetivo importante es incentivar a los investiga-
dores a la participacion en Seminarios o Congresos
sobre la tematica especifica, que se realicen periodi-
camente en el pais y a nivel internacional, tratando
ademas de generar un espacio dentro de la
Universidad donde puedan intercambiarse conoci-
mientos y acercar intereses entre los grupos propios 'y
grupos de otras Universidades, Centros o Institutos
con el fin de lograr una mayor “integracion” de la
Instituciéon con el sistema cientifico argentino. Dicho
marco resulta ideal para la capacitacion de los jove-
nes investigadores, doctorandos y maestrandos, tan-
to en la incorporacién de nuevos conocimientos y
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herramientas cientificas, como en el desarrollo de las
capacidades de expresion oral y escrita, que involu-
cran redaccion de trabajos, ajuste a normas de pre-
sentacion, respuesta a referatos, disefio de presenta-
ciones con ajustes de tiempo, etc.

Desde el Programa se pretende ademas establecer
mecanismos Yy estrategias de busqueda, analisis y
seleccion de diferentes posibilidades de concrecion
de proyectos, mediante los distintos Programas de
Investigacién y Desarrollo, tanto en Organismos
Nacionales, como Internacionales dedicados a tal fin.
Se ha establecido una red de difusion interactiva
entre los participantes del Programa Materiales de la
UTN, e investigadores de estas tematicas externos a
la Institucién, que contribuye al conocimiento de las
oportunidades disponibles y a la busqueda de “so-
cios” para presentaciones conjuntas.

:: CONSEJO ASESOR DE PROMAT

El PROMAT cuenta con un Consejo Asesor que se
renueva cada dos afios y que esta constituido por
investigadores reconocidos en las tematicas que
desarrollan, y que colaboran con la coordinacién en
tareas tales como evaluacién de proyectos, sugeren-
cias de actividades, etc. Ellos forman parte ademas
del Comité Cientifico de las reuniones bianuales que
organiza el Programa.

El Consejo Asesor actual del PROMAT esta constitui-
do porlos siguientes integrantes:

Dra. Patricia Vazquez
Investigadora de CONICET, Profesora UNLP.
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Dra. Lilian Moro

Investigadoray Profesora FRBB, UTN.
Dra. Sonia Briihl

Investigadora y Profesora FRCU, UTN.
Dr. Eduardo Herrero

Investigadory Profesor FRC, UTN.
Dr.Javier Amalvy

Investigador CIC, Profesor FRLP, UTN.

:: LINEAS PRIORITARIAS I+D+i

La eleccién de las lineas tematicas prioritarias se rea-
liza en base a los Lineamientos Estratégicos
Nacionales de Ciencia, Tecnologia e Innovacion del
Ministerio de Educacion, Ciencia y Tecnologia de la
Nacion Argentina, teniendo en cuenta ademas las
areas declaradas de interés por las Federaciones
Internacionales de Materiales, y contemplando tam-
bién las areas de desarrollo de los proyectos que
actualmente se llevan a cabo en la Universidad
Tecnologica Nacional.

-Materiales de construccion civily metalmecanica.

*Materiales nanoestructurados: desarrollos y aplica-
ciones.

-Superficies, interfaces y recubrimientos.
«Aprovechamiento de materiales residuales.

*Metales y aleaciones: fundicion, solidificacion, sol-
dadura, termomecanica, etc.

-Materiales tecnolégicos: catalizadores, ceramicos,
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polimeros, biomateriales, materiales compuestos. R.CSUN°517/12

.- ACTIVIDADES EN DESARROLLO *CIQA (Centro de Investigacion y Transferencia
en Ingenieria Quimica Ambiental)

El PROMAT cuenta con un conjunto de investigado- Director: Ing. Hector MACANO

res que participan en proyectos de investigacion acre- R.CSUN°815/11
ditados y poseen amplia experiencia en el campo
docente, desarrollando sus actividades en diversos -CITeQ (Centro de Investigacién y Tecnologia

Centros y Grupos de investigacion. Su composicion Quimica)
es muy dinamica y ha ido creciendo en los ultimos :

afios, contando en este momento con investigadores Director: Dr. Eduardo Renato HERRERO
en 22 de las 29 sedes que la Universidad tiene en R.CSUN°740/95

todo el pais. Se encuentran en desarrollo 62 proyec-
tos, que incorporan mas de 200 investigadores, mas
de 40 doctorandos y un gran numero de becarios-
alumnos.

*‘NANOTEC (Centro de Investigacion en Nano-
cienciay Nanotecnologia)

Director: Dr. Oscar ANUNZIATA

R.CSUN°1804/11
::CENTROSY GRUPOSUTN

FACULTAD REGIONAL DELTA
Dentro de la tematica de Materiales, la UTN cuenta
con varios Centros y Grupos de Investigacion y , :
Desarrollo, dependientes de la Universidad y radica- *CEA (Centrode I+D en Energia y Ambiente)
dos en distintas Facultades Regionales, cada uno de Director: Ing. Carlos A. GARCIAEBBENS
los cuales realiza actividades en diversos campos R. CSU N°343/96
especificos. Dentro de ellos se pueden mencionar:

*CENES (Centros de Ensayos Estructurales)
Director: Dr. Vicente LESCANO
R.CSUN°®1504/10

FACULTAD REGIONAL CORDOBA

*CINTEMAC (Centro de Investigacién en Tecno-
logia de Materiales y Calidad).

Directora: Dra. Maria POSITIERI
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FACULTAD REGIONAL LAPLATA FACULTAD REGIONAL SANTAFE
*CITEMA (Centro de Investigacion y Desarrollo «CECOVI (Centro de Investigacion y Desarrollo
en Cienciay Tecnologia de Materiales) parala Construcciény la Vivienda)
Director: Dra. Elena Isabel BASADELLA Director: Arq. Jorge CITRONI
R.CSUN°1099/11 R.CSUN°739/95
-LEMaC (Centro de Investigaciones Viales) FACULTAD REGIONAL TUCUMAN
Director: Ing. Hugo Gerardo BOTASSO
R.CSUN°1265/02 +CEDIA (Centro de Ingenieria Ambiental)

Director: Lic. Juan Carlos Pérez

FACULTAD REGIONAL MENDOZA R.CSUN°741/95

CEREDETEC (Centro Regional de Desarrollos GRUPOS UTN

Tecnolégicos para la Construccion, Sismologia e
Ingenieria Sismica)

Director: Ing. Noemi Graciela MALDONADO
R.CSUN°410/95

FACULTAD REGIONAL BAHIABLANCA

*GEMAT (Grupo de Estudios de Materiales)
Director: Dra. Lilian Dina MORO

FACULTAD REGIONAL SAN NICOLAS R.CSU N°1503/10

*DEYTEMA (Centro de Desarrollo y Tecnologia
de Materiales

Director: Dr. Edgardo Roque BENAVIDEZ

R.CSU N°409/05 -GII_BIQ (Grupo de Invest. y Desarrollo en Bioin-
genieria)
Director: Dr. Ing. Ricardo ARMENTANO FEIJOO
R.CSU. N°1098/05

FACULTAD REGIONAL BUENOS AIRES
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*IDETQA (Grupo de Investigacion y Desarrollo en
Tecnologias Quimicas Aplicadas)

Director: Dr. Isaac Marcos COHEN
R.CSU.N°813/11

PROGRAMAS DE MATERIALES EN ARGENTINA I

Director: Ing. Eduardo ASTA
R.CSU N°488/04

IREN (Grupo Ingenieria de Recubrimientos
Especiales y Nanoestructuras)

FACULTAD REGIONAL CONCEPCION DEL URU- Director: Dr. Raul VERSACI
GUAY R.CSU N°1802/11

*GEMA (Grupo de Estudios de Maderas)
Director: Ing. Juan Carlos PITER
R.CSU.N°1071/03

FACULTAD REGIONAL LARIOJA

*GAIA (Grupo de Actividades Interdisciplinarias
Ambientales)

Director: Ing. Vicente CALBO
R.CSUN°793/10

*GIS (Grupo de Ingenieria de Superficies)
Director: Dra. Sonia Bruhl
R.CSUN° 1428/06
FACULTAD REGIONAL MENDOZA
FACULTAD REGIONAL CONCORDIA
«CLIOPE (Energia, Ambiente y Desarrollo Sus-
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*GIICMA (Grupo de Investigacion de Ingenieria
Civily Medio Ambiente)

Director: Dr. José Maria COSENTINO
R.CSUN°794/10

FACULTAD REGIONAL HAEDO

*GIMF (Grupo de Investigacién Mecanica de la
Fractura)

tentable)
Director: Dr. Ing. Alejandro Pablo ARENA
R.CSU. N°1586/08

FACULTAD REGIONAL RAFAELA

*GEM (Grupo de Estudios de Medio Ambiente)
Directora: Dra. Maria Cecilia PANIGATTI
R.CSU.N°1803/11
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FACULTAD REGIONAL SAN NICOLAS

*GEA (Grupo de Estudios Ambientales)
Director: Dra. Nancy QUARANTA
R.CSUN°1827/07

:: REUNION BIANUAL MATERIALES TECNOLO-
GICOSEN ARGENTINA -MATTE@R

Desde el afio 2010, se organizan desde el PROMAT
reuniones bianuales denominadas “Materiales
Tecnolégicos en Argentina” — Matte@r.

La primera reunion se realizd en la ciudad de San
Nicolas, Provincia de Buenos Aires, en mayo de
2010, y la segunda en la ciudad de San Rafael,
Mendoza, en mayo de 2012.

En estas reuniones han participado mas de 70 asis-
tentes en cada oportunidad, con trabajos orales y en
forma de paneles, y se han presentado charlas invita-
das, dictadas por investigadores reconocidos.

Estas reuniones incluyen ademas un taller especifico
para los doctorandos, “Taller de Doctorandos en
Ingenieria de Materiales”, donde los mismos exponen
los avances de sus trabajos.

Las siguientes son las fotos Institucionales de
Matte@r2010y2012.
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MATTE@R 2012

:: DOCTORADO EN INGENIERIiA, MENCION
MATERIALES. UNIVERSIDAD TECNOLOGICA
NACIONAL

intimamente relacionado con el PROMAT, se desa-
rrolla en la Subsecretaria de Posgrado, de la
Secretaria de Ciencia, Tecnologia y Posgrado de la
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UTN, el Doctorado en Ingenieria - Mencion
Materiales, que se dicta en una modalidad de vincula-
cion Cooperativa entre cuatro Facultades Regionales
de la UTN: FRCU-Concepcién del Uruguay, FRC-
Cérdoba, FRLP-La Platay FRSN-San Nicolas.

Se trata de una carrera muy joven, de reciente acredi-
tacion por la CONEAU, que ya cuenta con sus prime-
ros egresados.

tancias biocidas.

-Materiales micro y mesoporosos para adsorcion-
desorcion de moléculas organicas.

-Materiales mesoporosos para el almacenamien-
to de hidrégeno.

*Textiles basados en acabados micro/nanoen-
capsulados.

<Disefio estructural mecanicista de pavimentos
flexibles.

Maderas de diversas especies argentinas (pino,
eucalipto, alamo), caracterizaciéon fisico-
mecanica-estructural.

-Materiales compuestos con suelos.

«Cationes metalicos en efluentes liquidos-
tecnologias electroquimicas.

<Matrices estabilizadoras de potenciales contami-
nantes de residuos.

+Oxidos multicomponentes para procesos side-
rargicos.
«Carbones-caracterizacion y alternativas de uso.

«Nano-montmorillonitas de aplicacién tecnolégica
en tratamiento de efluentes.

En este momento se encuentran desarrollando
sus Tesis 30 doctorandos que realizan sus traba-
jos en una gran diversidad de materiales y temati-
cas:

-Materiales micro y mesoporosos para catalisis y
adsorciéon medioambientales.

-Materiales de electrodo para dispositivos elec-
troquimicos.

*Refractarios de colada continua en contacto con
metales fundidos y escorias.

Titanio-hidroxiapatita para aplicaciones en reem-
plazos 6seos.

«Caucho reciclado en mezclas asfalticas densas y
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antiderrapantes para carreteras.

«Grillas poliméricas en sistemas anti-reflejo de
fisuras.

*Reaccion silice-alcali en hormigones reciclados.
<Nano-materiales con aplicaciones magnéticas.
Hormigones con adiciones activas.

-Materiales microporosos para liberaciéon de sus-

<Panel solar de bajo costo.

*Procesos siderurgicos: modelos computaciona-
les, simulaciones e ingenieria de procesos.

Procesos de obtencidén de metales-caracteri-
zacion.

*Procesos superficiales asistidos por plasma en
aceros inoxidables austeniticos.
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