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Resumen

Diseno de un sistema de impresién electrohidrodinamico 3D para mejorar la
resolucion de andamios impresos para el tejido 6seo

La osteoporosis es una patolog a esqueletica caracterizada por la perdida de masa osea que,
dependiendo el riesgo del paciente, requiere desde tratamientos farmaceuticos hasta inter-
venciones quirurgicas. Los farmacos se encargan de compensar dicha perdida osea, mas no
previenen la ocurrencia de una fractura. Ante la eventualidad de una fractura se recurre a
la cirug a donde utilizando diferentes tipos de biomateriales se fabrican andamios oseos para
reemplazar el tejido perdido y/o afectado. Una de las tecnicas comunes de fabricacion de
estos andamios es la impresion por extrusion, debido a su facilidad de implementacion. Sin
embargo, esta tecnica cuenta con importantes limitaciones, en cuanto a resolucion se trata,
re riendose as al diametro de las bras y porosidad. Estas caracter sticas son fundamentales
para imitar las propiedad de un tejido oseo sano, lo que se desea para que el proceso curativo
del paciente se de de la forma deseada. Con el n de lograr andamios que biomimeticen el
ambiente celular oseo, desde hace unos anos se han estudiado diferentes tecnicas de impresion
de andamios, una de ellas es la impresion Electrohidrodinamica(EHDA). Con este metodo
de impresion se pretende mejorar la resolucion de los andamios que se han venido realizando
por extrusion. En el presente proyecto se inicio modi cando el equipo de impresion EHDA,
agregando un mecanismo de movimiento en los ejes XY para movilizar la base colectora y as
habilitar la impresion 3D, de tal forma que los resultados a obtener entre los dos sistemas de
impresion EHDA vs Extrusion sean comparables. Se fabricaron andamios tanto por extrusion
como por Electrospinning. Por medio del microscopio electronico de barrido se obtuvieron
imagenes detalladas de cada uno. Con dichas imagenes se procedio a realizar las respectivas
medidas de porosidad y diametro de bras para cada andamio impreso, tanto por extrusion
como por EHDA, utilizando el metodo de analisis de imagen por medio del software \Image
J"(National Institutes of Health). Al comparar los datos se obtiene que con la tecnica de
Electrospinning se pueden fabricar andamios a partir de nano y micro bras, mientras que
con la tecnica de Extrusion las bras se encuentran en el orden de los micrometros y mil me-
tros. Los poros para los andamios se encuentran en el mismo orden del tamanro de sus bras,
esto quiere decir que los andamios fabricados por Electrospinning cuentan con un tamaro
de poros considerablemente menor a los fabricados por Extrusion, que a su vez indica que
para la fabricacion de andamios oseos la tecnica EHDA es una mejor opcion, puesto que es
capaz de emular con mayor delidad el ambiente celular oseo propicio para la proliferacion
y supervivencia de este tipo celular.



Palabras clave: Osteoporosis, Andamio, Extrusion, Impresion, 3D, Electrohidrodinami-
co.
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Abstract

Design of an electrohydrodynamic 3D printing system to improve the
resolution of printed scaffolds for bone tissue

Osteoporosis is a skeletal pathology characterized by the loss of bone mass that, depending
on the patient’s risk, requires from pharmaceutical treatments to surgical interventions. The
drugs are responsible for compensating for this bone loss, but they do not prevent the occu-
rrence of a fracture. In the event of a fracture, surgery is used where, using di erent types
of biomaterials, bone sca olds are manufactured to replace the lost and/or a ected tissue.
One of the common manufacturing techniques for these sca olds is extrusion printing, due
to its ease of implementation. However, this technique has important limitations, in terms of
resolution, referring to the diameter of the bers and porosity. These characteristics are es-
sential to imitate the properties of healthy bone tissue, which is desired so that the patient’s
healing process occurs as desired. In order to achieve sca olds that biomimetic the bone cell
environment, di erent sca old printing techniques have been studied for a few years, one of
them is Electrohydrodynamic printing (EHDA). With this printing method it is intended to
improve the resolution of the sca olds that have been made by extrusion. In this project, we
began by modifying the EHDA printing equipment, adding a movement mechanism in the
XY axes to mobilize the collector base and thus enable 3D printing, in such a way that the
results to be obtained between the two EHDA printing systems vs. Extrusion are compa-
rable. Sca olds were manufactured both by extrusion and Electrospinning. Detailed images
of each were obtained by means of the scanning electron microscope. With these images,
the respective measurements of porosity and ber diameter were made for each printed scaf-
fold, both by extrusion and by EHDA, using the image analysis method using the \Image
J"software (National Institutes of Health). When comparing the data, it is obtained that
with the Electrospinning technique, sca olds can be manufactured from nano and micro

bers, while with the Extrusion technique, the bers are in the order of micrometers and
millimeters. The pore size in the sca olds are in the same order of size of their bers, this
means that the sca olds manufactured by Electrospinning have a considerably smaller pore
size than those manufactured by Extrusion, which in turn indicates that for the manufacture
of bone sca olds the EHDA technique it is a better option, since it is able to more faithfully
emulate the bone cell environment propitious to the proliferation and survival of this cell

type.

Keywords: Osteoporosis, Sca olding, Extrusion, Printing, 3D, Electrohydrodynamic.
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1. Introduccion

1.1. Antecedentes

Se calcula que alrededor de 10 millones de estadounidenses mayores de 50 anos padecen de
osteoporosis, ademas de otros 34 millones que pueden llegar a padecer esta enfermedad. Se
estima que hay 1,5 millones de fracturas por fragilidad cada ano[11]. La masa osea maxima
y la perdida osea a medida que avanza la edad son similares en los pa ses de America Latina
y EE. UU., La prevalencia de osteopenia vertebral en mujeres de 50 anos en adelante var a
de un 45.5% a un 49.6 % y la osteoporosis vertebral de un 12.1% a un 17.6%. En Brasil,
alrededor de 10 millones de personas tiene osteoporosis.[12] La osteoporosis se de ne como
una enfermedad esqueletica sistemica caracterizada por una baja masa osea y un deterioro
de la micro arquitectura osea. Estas alteraciones cuantitativas y cualitativas determinaran
un aumento de la fragilidad osea.[13]

En 1994 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio que la masa osea normal esta
de nida por valores de densidad mineral osea (DMQO) mayores a -1 desviacion estandar (DE)
con relacion a la media de adultos jovenes (T-score > 1); se considera osteopenia cuando la
DMO se encuentra entre -1y -2,5 DE (T-score entre -1y -2,5); nalmente la osteoporosis se
da para valores de la DMO por debajo de -2,5 DE (T-score inferior a -2,5); se dice entonces
que hay osteoporosis establecida cuando a un resultado, con un valor de la DMO inferior a
-2.5, se le asocia una o mas fracturas por fragilidad[14].

Este tipo de traumatismo en los huesos resulta incapacitante para millones de personas. Los
tratamientos actuales, los cuales consisten en el uso de protesis o0 en la aplicacion de injertos,
presentan limitaciones, las cuales son un inconveniente dado que no garantizan una total
recuperacion del hueso afectado.

La medicina regenerativa al ser un campo interdisciplinario cuyo proposito es la reposicion
0 regeneracion de celulas de tejidos u organos danados funcional y/o estructuralmente, pre-
senta una gran oportunidad para el desarrollo de nuevas tecnicas para el tratamiento de
este tipo de lesiones. Se enfoca en el control del desarrollo de las celulas troncales en el
cuerpo. Estas celulas, mejor conocidas como celulas madre, al no estar diferenciadas tienen
la habilidad de dividirse inde nidamente sin perder sus propiedades para llegar a producir
celulas cada vez mas especializadas.[15] En un individuo adulto la mayor a de sus celulas
no suelen multiplicarse, excepto para el mantenimiento de algunos tejidos. Es por ello que
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la capacidad de regeneracion se encuentra limitada a la cicatrizacion, a diferencia de ciertos
animales capaces de regenerar extremidades completas de ser necesario. Sin embargo, en
la mayor a de los tejidos hay celulas que, aunque no es comun su division, en condiciones
espec cas pueden proliferar y regenerar, como es el caso de las celulas madre del tejido oseo,
en el cual tambien se encuentran osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los Osteoblastos
se encargan de la s ntesis del colageno, la prote na caracter stica del hueso, y depositan el
mineral nativo del hueso, la hidroxiapatita. Durante este proceso los osteoblastos quedan
atrapados en la matriz mineralizada convirtiendose as en osteocitos, los cuales se encargan
de mantener el hueso que los rodea en buen estado. Cuando un area espec ca del hueso
requiere ser reparado entran en juego los osteoclastos que disuelven la zona afectada, dando
paso a otros osteoblastos y comenzando de nuevo el proceso[16].

Las propiedades mecanicas del tejido oseo dependen en su mayor a de las caracter sticas de
su matriz extracelular una combinacion de agua, colageno, celulas, hidroxiapatita y algunos
iones, no obstante por fuerzas externas o un desgaste oseo por parte de alguna patolog a,
como la osteoporosis, pueden llegar a fracturarse. El proceso de regeneracion de las fracturas
en los pacientes con osteoporosis se encuentra alterado, por lo que la Ingenier a de Tejidos,
una de las herramientas de la Medicina Regenerativa, se ha convertido en una alternativa
no solo en la sustitucion del tejido faltante sino para favorecer una reparacion exitosa.[16].

La estructura dinamica de los huesos presenta propiedades regenerativas notables. Sin em-
bargo, defectos mas grandes, como traumas, infecciones, neoplasmas, entre otros, pueden
demorar o impedir la curacion si no se les realiza un tratamiento adicional. Esto puede in-
cluir el uso cl nico de injertos oseos, materiales sustitutos de hueso, factores de crecimiento,
insercion de metalurgia, entre otros[17] [18].

El tejido oseo es el tipo de tejido mas trasplantado despues de la sangre. No obstante, los
tratamientos actuales presentan limitaciones importantes. Por ejemplo, los injertos oseos
para ser utilizados como auto-injertos, que han sido los mas usados hasta ahora, presentan
limitaciones como lo son: la limitacion de suministro, reabsorcion variable, riesgo de morbi-
lidad en el sitio donante (infecciones y dolor post cirug a), una alta tasa de fracaso en sitios
espec cos Yy la necesidad de una segunda cirug a. Los problemas con los Aloinjertos (injertos
de cadaveres o personas vivas) incluyen, transmision de patogenos y rechazo por parte del
sistema receptor. Los implantes metalicos presentan serias limitaciones, como su falta de
capacidad de biodegradacion, rigidez, toxicidad, adelgazamiento de los huesos, como los mas
importantes[17] [18].

En las ultimas decadas, la ingenier a de tejidos y la medicina regenerativa han surgido
como estrategias prometedoras para la reconstitucion osea con la ambicion de evitar las
complicaciones asociadas con las tecnicas tradicionales[18].
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1.2. Justi cacion

La osteoporosis se caracteriza por el debilitamiento de la estructura osea mas la di cultad
de regeneracion de esta misma, para ayudar al organismo del paciente a la reposicion de la
matriz osea perdida se utiliza un sistema de bioimpresion basado en extrusion para la fabrica-
cion de andamios porosos. El uso de este tipo de sistema de bioimpresion ha ido aumentado
gracias a que posee gran versatilidad en la impresion de varios productos biologicos, que
incluyen celulas, tejidos, construcciones de tejidos, modulos de organos y dispositivos micro-

u dicos[19], tambien este metodo de bioimpresion es el mas conveniente para la fabricacion
de andamios porosos 3D. No obstante, presenta limitaciones como su resolucion limitada de
impresion por lo que las celulas no se pueden moldear y organizar de manera precisa, otra
falencia es que los requerimientos de solidi cacion y gelacion durante el proceso de extrusion
limita los materiales (hidrogeles) que se pueden emplear; adicionalmente, la tension de corte
en la pared de la punta de la boquilla, por donde salen las celulas para su moldeamiento y
acople, genera una muerte celular elevada proporcional a la densidad celular.[19]

En efecto, es necesario apoyarse de otros sistemas y metodos para complementar y mejorar
la e ciencia, e cacia, supervivencia y proliferacion celular del sistema basado en extrusion y
sus impresiones. Las tecnicas electrohidrodinamicas gracias al manejo controlado de atomos
y moleculas mejora las propiedades de materiales y dispositivos[20]. Debido a la simplicidad
y exibilidad en la con guracion experimental de estas tecnicas, se han logrado utilizar con
exito en la fabricacion de materiales particulados con composiciones controlables, estruc-
turas, tamanos, morfolog as y formas. Igualmente se ha implementado en la deposicion de
materiales micro y nanoparticulados en super cies de manera controlada. Estos atributos,
ademas de no tener tantas limitaciones en los materiales de trabajo, hacen de las tecnicas
electrohidrodinamicas una herramienta extraordinaria para preparar y ensamblar una amplia
gama de materiales micro y nanoestructurados[21].



4 1 Introduccion

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Mejorar la resolucion de andamios impresos mediante un sistema electrohidrodinamico 3D
automatizado.

1.3.2. Objetivos espec cos

= Automatizar el sistema de impresion electrohidrodinamico 3D (Eje XY).
= Establecer parametros y fabricar andamios 3D por Electrospinning.
= Disenar y fabricar andamios 3D por Extrusion

= Comparar la resolucion entre los andamios, Electrospinning vs Extrusion.
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2.1. Ingenier a de Tejidos

Ingenier a de tejidos (IT), la cual evoluciono del campo del desarrollo de biomateriales, es
la creacion de tejidos funcionales para la sustitucion, reparacion o regeneracion de tejidos
danados u organos completos. En la IT se trabaja con andamios porosos, similares a la es-
tructura de una esponja, cuyo objetivo es que las celulas se adhieran a su estructura y logren
reproducirse manteniendo sus funciones espec cas. Estos andamios pueden estar fabricados
de materiales naturales (colageno, acido hialuronico), sinteticos (distintos pol meros) o mate-
riales autologos [16], materiales extra dos del mismo paciente y son los mas deseados puesto
que al trabajar con materiales propios del cuerpo al momento de ser reimplantados las pro-
babilidades de rechazo por parte del sistema inmune son casi nulas. Gracias a la IT se han
desarrollado numerosos materiales de andamio, que di eren en las propiedades del material
con respecto a la composicion (natural frente a la sintetica), estabilidad, funcionalizacion y
degradabilidad. Los desarrollos recientes implican materiales \inteligentes™, que pueden imi-
tar entornos naturales de adhesion celular y curacion y, por lo tanto, estimular el proceso[22].

En la actualidad, los andamios inorganicos pueden producirse racionalmente sin necesidad de
pasos de sinterizacion mediante procesos de impresion directa de cementos reactivos, mien-
tras que los pol meros termoplasticos degradables son los mas usados mediante deposicion
de lamentos en capas utilizando modelos de deposicion fundida. Sin embargo, este metodo
se ha empezado a enfocar hacia materiales de lamento, mas pequenos y de alta porosidad
en tres dimensiones, acercando su estructura a una lo mas real posible, de tal forma que las
celulas sientan su entorno como propio del cuerpo[22]. Una vez que se crean los andamios,
se pueden introducir celulas con o sin factores de crecimiento, es decir, utilizar un conjunto
de moleculas qu micas que proporcionaran un apoyo a la proliferacion celular[16].

Gracias al desarrollo de la ingenier a de tejidos se han desarrollado diversos tipos de tejidos
los cuales han sido implantados in vivo, no obstante la mayor a de estos procedimientos aun
son experimentales con costos considerablemente altos.

Los cultivos celulares bidimensionales (2D) han sido los mas usados y, a su vez, son la fuen-
te de muchos avances en cuanto a biolog a celular, sin embargo, las celulas (incluidas las
celulas madre) residen, proliferan, migran y se diferencian dentro del cuerpo en complicados
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microambientes en tres dimensiones, la mayor a de las investigaciones actuales se centran en
la manipulacion de celulas madre mesenquimales (MSC por sus siglas en ingles) dentro de
estos entornos 3D[23].

En terminos generales, el andamio 3D ideal esta compuesto por un material biocompatible
y biodegradable con propiedades mecanicas similares al tejido en el que se va a implantar.
Los andamios diserados no pretenden ser implantes permanentes e, idealmente, le facilitaran
a las celulas huesped la deposicion de su matriz extracelular (ECM) vy, as, reemplazar la
estructura del andamio con el tiempo[24]. De otro modo, estas estructuras tridimensionales
proporcionan una v a de comunicacion ideal entre celulas, a su vez, las propiedades de estas
estructuras pueden variar de tal forma que se promueva la diferenciacion de las celulas en
lugares espec cos[23].

Hay una serie de factores que afecta directamente el comportamiento de las celulas sobre
las caracter sticas topogra cas de los andamios. Se ha demostrado que la densidad celular,
dentro del mismo, tiene un papel importante en el comportamiento de las celulas sobre la
super cie de nida[25].

De igual forma, la porosidad del andamio promueve la migracion celular hacia este y mejora
el area de super cie disponible para la union del andamiaje celular e interaccion con los
tejidos circundantes. EI tamano de los poros individuales dentro del andamio tambien es
una consideracion importante. Anteriormente se ha demostrado que la densidad y el tamaro
de los poros de los andamios tienen un impacto signi cativo en el crecimiento y la union
celular. A medida que disminuye el tamaro de los poros, aumenta el area de la super cie del
andamio. Esto aumenta la disponibilidad de los ligandos de andamiaje para que las celulas
se unan e interactuen con ellas[24].

Cuando el tamano de los poros se encuentra en una escala de longitud de micrometros a
mil metros afecta el tra co de celulas de manera considerable. Por ejemplo, en el caso de las
celulas endoteliales los poros en extremo grandes pueden llegar a estropear la vasculariza-
cion, ya que estas celulas no son capaces de construir un puente sobre los poros mas grandes
que un diametro celular. Por otro lado, los poros menores a 100 nm in uiran en la difusion
de nutrientes, desechos y ox geno. De haber una mala difusion de factores y nutrientes se
puede desencadenar una falla de implante y, por ende, una menor supervivencia de las celulas
implantadas[26]. No obstante, se ha descubierto que donde las caracter sticas topogra cas
estan en la escala nanometrica las interacciones celula-celula son el factor predominante en
la determinacion de la gu a celular[25].

El exito de la ingenier a de tejidos depende de la migracion de las celulas a traves de dicho
entorno poroso y de la difusion de nutrientes en toda la estructura despues de la colonizacion
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celular[25].

Es por esto que se deben seleccionar cuidadosamente los andamios biocompatibles, sinteticos
0 naturales, dado que de las propiedades del que se construya la ECM dependeran diversos
aspectos como el transporte optimo de uidos, el suministro de moleculas bioactivas, la de-
gradacion del material, la qu mica de la super cie reconocible por las celulas, la integridad
mecanica y la capacidad de inducir la transduccion de serales[23].

Los andamios estructurados tridimensionales (3D) basados en biomateriales se han utilizado
tradicionalmente para proporcionar un entorno bioactivo, creando microambientes 3D con
caracter sticas ajustables, donde las celulas se adhieren y proliferan; dichas caracter sticas
incluyen propiedades mecanicas, tasas de degradacion y porosidad[26].

Los andamios 3D se han evaluado para una amplia variedad de aplicaciones que van desde la
regeneracion osea[27, 28, 29], la regeneracion nerviosa[30, 31], la regeneracion muscular[32],
la regeneracion de tendones / ligamentos [33] y mucho mas.

2.2. Ingenier a de Tejido Oseo

La de nicion de ingenier a de tejido oseo (ITO) comprende estrategias tanto in-vivo como
ex-vivo. El enfoque in-vivo es estimular sistemicamente o localmente (in-situ) la curacion y
regeneracion osea. El uso de andamios osteoinductivos se ha desarrollado ampliamente como
una aplicacion cl nica.[22].

El hueso es el segundo tejido mas trasplantado en todo el mundo, con mas de cuatro millones
de operaciones anualmente, en las cuales se implementan materiales sustitutos oseos para
tratar defectos oseos. Sin embargo, diversos limitantes afectan las opciones de tratamiento.
Para superar las limitaciones de las opciones de tratamiento actuales, se ha dirigido una im-
portante investigacion en el campo de la ITO hacia la creacion de alternativas novedosas a
los injertos oseos tradicionales. Los andamios 3D porosos fabricados a traves de una variedad
de metodos y que incluyen una gama de biomateriales se han utilizado para ayudar y dirigir
la regeneracion osea[24].

Recientemente, los nanomateriales han emergido como candidatos biomimeticos prometedo-
res, ya que el hueso en's es un ejemplo t pico de un nanocompuesto. La de nicion comunmen-
te aceptada de nanomateriales se re ere a materiales con caracter sticas entre 1 y 100 nm,
tales como nanopart culas, nano bras, nanotubos, nanoporos, nanoesferas y nanocompues-
tos. Presentan un excelente modulo de torsion y traccion. En particular, las nanoceramicas
parecen ser prometedoras para resolver la fragilidad de la estructura de ceramica bioacti-
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va, ya que las burbujas y los defectos disminuyen con el tamaro del grano cristalino en
nanometros[18]. EI empleo de materiales ceramicos metalicos semiconductores, pol meros
con dimensiones inferiores a los 50 nanometros, es imprescindible y es necesario para la
obtencion de materiales nanocompuestos, bras y esferas que incluidas en los compuestos
signi can menos peso, mas resistencia y la incorporacion de nuevas propiedades. Los cambios
de las propiedades estan vinculados a que al disminuir el tamano de la part cula hacia el
ambito nano aumenta la relacion entre el numero de atomos que ocupan su volumen o existe
un mayor protagonismo entre las interacciones atomicas de la super cie[20].

Los andamios ideales deben ser capaces de presentar un entorno biomimetico sicoqu mi-
co mientras se biodegrada a medida que el tejido nativo se integra y promueve 0 previene
activamente las respuestas siologicas deseables e indeseables, respectivamente. Esto quiere
decir que, los andamios deben exhibir: 1)una arquitectura porosa para permitir la angiogene-
sis y el crecimiento oseo, mediante el transporte de nutrientes y desechos y la penetracion
celular. Esta arquitectura simultaneamente ha de contar con un fuerte soporte mecanico en
el area afectada, que de tal manera pueda soportar peso durante el periodo de recuperacion;
2)biocompatibilidad, fomentando la osteointegracion y, conjuntamente, la proliferacion ce-
lular dentro del mismo; 3)biodegradabilidad, donde la materia producto de su degradacion
carece de toxicidad, al igual, que no incita reacciones in amatorias cronicas activas. Paralela-
mente, actua como sustrato para la deposicion osteoide; 4)una idoneidad de esterilizacion sin
perdida de bioactividad; y 5)una condicion de entrega controlada de moleculas o farmacos
bioactivos, de modo que se acelere la curacion y se prevenga la patolog a[34, 8, 35, 36].

Se tiene entonces que un andamio optimo debe poseer agentes osteoinductivos y propiedades
osteoconductivas. En el cual los agentes osteoinductores son prote nas, que inducen la dife-
renciacion de MSC indiferenciadas a celulas osteogenicas o inducen la proliferacion de MSC.
Mientras que, la osteoconduccion es el proceso mediante el cual se proporciona un andamio
microscopico y macroscopico para la migracion hacia el interior de los elementos celulares
involucrados en la formacion osea (por ejemplo, celulas mesenquimatosas, osteoblastos, os-
teoclastos y vasculatura)[8, 35, 37].

En general, como se ha mencionado previamente, desde el punto de vista de los materiales,
los andamios para la ingenier a de tejidos oseos se pueden clasi car en cuatro clases: metali-
cos, polimericos, ceramicos y compuestos[34].
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2.2.1. Biomateriales

El termino \biomateriales™ tiene diversas de niciones; el signi cado tradicional indica que un
biomaterial es una sustancia no viva utilizada en un dispositivo medico[26]. Estos materiales
estan disenados y desarrollados para interactuar con los sistemas biologicos|[6].

Otras de niciones han incluido \materiales de origen sintetico y natural en contacto con
tejidos, sangre y uidos biologicos, y destinados a aplicaciones protesicas, diagnosticas, te-
rapeuticas y de almacenamiento sin afectar negativamente al organismo vivo y sus componentes™[7].

La de nicion extendida incluye sustancias que estan disenadas para controlar el entorno
biologico de las celulas y los tejidos[26]. Estas sustancias muestran un buen grado de bio-
degradabilidad. Por lo general se utilizan en el area de medicamentos, ingenier a de tejidos,
fabricacion de partes del cuerpo humano y otras aplicaciones de fabricacion[6].

El papel que cumplen biomateriales en la industria ha sido in uenciado de manera sig-
ni cativa por los avances en muchas areas de la biotecnolog a y la ciencia[7].

En la actualidad se tiene que los biomateriales son ecologicos, puesto que se extraen de
diferentes recursos biologicos o se fabrican utilizando tecnolog a verde.

No hay que confundir \Biomaterial™ con \Biocompatibilidad" cuando se habla de biocom-
patibilidad se hace referencia a la propiedad del material del implante para mostrar una
respuesta favorable en un entorno biologico dado en una funcion particular. Depende de la
resistencia a la corrosion y la citotoxicidad de los productos de corrosion[38].

En el area de la medicina se emplean con exito en el diferentes campos, como la terapia
del cancer, la reparacion de ligamentos y tendones, aplicaciones ortopedicas, aplicaciones
oftalmicas para disenar lentes de contacto, curacion de heridas, terapia de reproduccion
de la generacion de nervios, implantes mamarios y fabricacion de diferentes dispositivos
medicos, marcapasos, biosensores, piel arti cial y corazones arti ciales. De igual forma, los
biomateriales pueden ser implantados en el cuerpo, ya sea como valvulas card acas, implan-
tes dentales, injertos vasculares, lentes, ligamentos intraoculares, tendones, etc. Algunos de
estos biomateriales espec cos se utilizan para aumentar la funcion o terminar de reemplazar
los organos y tejidos de las zonas danadas o deterioradas[6].

Para lograr los implantes mencionados se debe considerar en que parte del cuerpo se lle-
vara acabo puesto que cada zona tiene un ambiente biologico distinto. Cada entorno tiene
unos requisitos espec cos y este no aceptara completamente cualquier material, por lo que
para optimizar el rendimiento biologico, los implantes deben seleccionarse de tal forma que
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se reduzca la respuesta biologica de rechazo mientras se mantiene una funcion adecuada del
mismo. Seleccionar, de forma adecuada, el biomaterial para el implante es un factor clave
para el exito a largo plazo de los mismos[38].

Para la seleccion del biomaterial se tienen diferentes tipos de clasi caciones. Generalmente,
los biomateriales se clasi can segun sus propiedades materiales, tales como materiales po-
limericos, biomateriales, biopol meros, materiales ceramicos, algunos metales activos y sus
compuestos, etc. Estos materiales tambien se clasi can en funcion de su respuesta o reaccion
hacia el tejido vivo[6].

En orden de seleccionar un buen biomaterial se debe tener en cuenta el n del mismo para
saber las especi caciones requeridas, por ejemplo[6]:

= En cirug a estetica, relleno de espacios.
= Reemplazo de hueso, distribucion de estres y transmision de carga.
= Para articulacion de cadera de categor a de copa articular, articulacion.

= En los implantes articulares de alta lubricidad, las propiedades para estabilizar el
desgaste mecanico.

= En caso de una implantacion coclear se requiere de una buena transmision de sonido.

= Para la fabricacion de marcapasos, el biomaterial debe contar con buena conductividad
electrica.

= Si se trata de una dialisis, la membrana hecha por el biomaterial debe poseer una buena
permeabilidad.

Sin embargo, como punto de inicio se debe asegurar que tenga las siguientes caracter sticas|[6]:

= El material no se encuentra en la naturaleza o en combinacion con otras sustancias.

= Se puede encontrar en forma solida o | quida y puede prepararse sinteticamente o
derivarse naturalmente de un biorecurso.

» Estos materiales se aplican con exito total o parcial en regeneracion, reemplazamiento,
reparacion o complemento de cualquier parte del cuerpo, organo o tejido en terminos
de funcion y enfoque estructural.

» Estos materiales no son farmacos, ni son usados en la sintetizacion de los mismos.

En la tabla 2-4[6] se pueden observar ejemplos adicionales de las areas de uso de los bioma-
teriales y que tipo de biomaterial podr a ser implementado.
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Area del problema Ejemplos Biomaterial
Reemplazo de parte Articulacion de cadera arti cial, Ceramico/
enferma o danada maquina de dialisis renal metalico y aleaciones
Acelerar curacion Suturas, placas oseas y tornillos Ceramico/Pol mero
Mejorar funcionalidad Marca}pasos card aco, Composicion/

lente intraocular Pol mero
Corregir anormalidad funcional Marcapasos card aco Composicion
Corregir un problema estetico = Mamoplastia de aumento Pol mero
Facilitar diagnostico Sondas y cateteres Pol mero
Mejora del tratamiento Cateteres, drenajes Pol mero

Tabla 2-1.: Areas de uso de Biomateriales. Posible tipo de Biomaterial a implementar([6] [7].

Hay materiales naturales, sinteticos y compuestos.

Los biomateriales naturales utilizados para andamios incluyen componentes que se encuen-
tran en la matriz extracelular (ECM), tales como colageno, brinogeno, acido hialuronico,
glicosaminoglicanos (GAG) e hidroxiapatita (HA), y por lo tanto tienen el bene cio de
ser bioactivos, biocompatibles y tener propiedades mecanicas que son comun con tejidos
nativos[26]. Otros materiales naturales incluyen los derivados de plantas, insectos o compo-
nentes animales (por ejemplo, celulosa, quitosano, bro na de seda, etc.) con propiedades
para proporcionar microambientes favorables para el cultivo SC. Las desventajas de usar
materiales naturales sobre materiales sinteticos incluyen un control limitado sobre las pro-
piedades sicoqu micas, las tasas de degradacion dif ciles de modi car, la di cultad en la
esterilizacion y la puri cacion, as como los problemas de patogenos / virus a aislar de dife-
rentes fuentes[23].

El Hialuronano (hialuronato de sodio, acido hialuronico, hydroxyapatita[HA]), es un compo-
nente comun del | quido sinovial (SF) y la ECM, al mismo tiempo, es un biomaterial natural
muy llamativo debido a su participacion en el comportamiento celular y la seralizacion ce-
lular. Esta presente en el tejido como una sustancia similar a un gel, pero puede modi carse
gu micamente para un procesamiento e ciente en bras, membranas o microesferas[39, 23].

El biopol mero natural de mayor disponibilidad en el planeta es la celulosa, cuya hidroli-
sis acida forma los materiales celulosicos de la forma nanocristalina, comunmente llamada
nanocelulosa, y al procesar diferentes formas de la misma, incluidos nanocristales, celulosa
nanocristalina, nanocristalinos de celulosa, nano bras, bacterianos, nanocelulosa y \nanow-
hiskers". Estos materiales, llamados materiales nanocelulosicos tienen una excelente utilidad
catal tica. Por otro lado, los nanocristales de celulosa se usan con mas exito como oculantes,
supercondensadores, compuestos de pol meros, hidrogeles, etc[6].
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El segundo biopol mero natural mas abundante es la quitina. La quitina tiene una similitud
muy cercana con la celulosa. De ella sale el \Chitosan", el cuar surge si el grado de aceti-
lacion de la quitina cae por debajo del 50 %. Tanto el ‘Chitosan™ como la quitina muestran
excelentes propiedades de bioreabsorbibilidad, ademas de sus otras propiedades unicas como
la biocompatibilidad, la hidro lia, la union de los sistemas celulares y la cicatrizacion de
heridas[6], lo que lo hace un buen candidato para ser empleado en diferentes aplicaciones
biomedicas.

Dichos biopol meros naturales tambien tienen mucha aplicabilidad en diferentes campos co-
mo el tratamiento de aguas, aplicaciones cosmeticas, uso de membranas, pilas de combustible,
como hidrogeles, como acondicionadores de super cie, adhesivos y la fabricacion de produc-
tos farmaceuticos[6].

Pasando a los materiales sinteticos, los tipos mas comunes de Biomateriales son

Biomateriales metalicos Este tipo de biomaterial ha sido el mas usado a lo largo del
tiempo, sin embargo, la biocompatibilidad del implante metalico es un motivo de gran preo-
cupacion dado que estos implantes pueden corroerse en un entorno in-vivo, generandose as
la desintegracion del material del implante perse, lo que debilitara el implante, y producira
un efecto nocivo en los tejidos y organos circundantes[7].

Biomateriales de ceramica Los ceramicos utilizados en la fabricacion de implantes se
pueden clasi car como no absorbibles (relativamente inertes), bioactivos o reactivos a la su-
per cie (semi-inertes) y biodegradables o reabsorbibles (no inertes)[7].

La mayor a de los biomateriales utilizados en aplicaciones medicas se clasi can en dos tipos[6]:

= Reabsorbibles: Son los materiales que despues de la implantacion en el cuerpo humano
pasan por un proceso de degradacion y son reabsorbidos por los tejidos del mismo.

= No reabsorbibles: Son aquellos materiales que despues de la implantacion en el cuerpo
humano no se desintegran y son reabsorbidos por los tejidos del mismo cuerpo.

Materiales polimericos Las principales ventajas de los biomateriales polimericos en com-
paracion con los materiales metalicos o ceramicos son la facilidad de fabricacion para producir
diversas formas (latex, pel cula, lamina, bras, etc.), facilidad de procesamiento secundario,
costo razonable y la adquisicion, de manera simple, de las propiedades mecanicas y f sicas
deseadas. La porosidad de los pol meros puede aumentarse o suavizarse, se pueden mani-
pular facilmente y permiten una mejor reproduccion, no generan microondas ni corriente
electrol tica como si lo hacen los metales, muestran jacion de tejido conectivo broso, se
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pueden evaluar facilmente a nivel microscopico, a diferencia de los metales y, esteticamente
son mas agradables. Las propiedades requeridas de los biomateriales polimericos son similares
a otros biomateriales, es decir, deben ser biocompatibles, esterilizables, contar con propie-
dades mecanicas y f sicas adecuadas y contar con la capacidad de ser fabricados[7, 38].

Los materiales polimericos sinteticos se han utilizado ampliamente en areas medicas; para
el tratamiento miocardico[40], reconstruccion y reparacion de la piel[41], creacion de tejido
neuronal[42], trasplantes de rinones[43], entre muchas de las aplicaciones relacionadas a la
medicina regenerativa.

Materiales compuestos EI termino \compuesto™ generalmente se reserva para aquellos
materiales en los que las distintas fases se separan en una escala mayor que la atomica, y en
las que propiedades, como el modulo elastico, se alteran signi cativamente en comparacion
con las de un material homogeneo. Hablando de biomateriales, es importante que cada com-
ponente del compuesto sea biocompatible.[7] Como este conformado el compuesto dependera
del uso que se le quiera dar, dado que con cada solucion se pueden modi car diferentes pro-
piedades.

Los materiales bioactivos tienen una fuerte interaccion y respuesta hacia los tejidos vivos,
mientras que los materiales bio-inactivos tienen menos respuesta e interaccion hacia los teji-
dos humanos. Los metales utilizados como biomateriales son inertes hacia el tejido corporal,
los materiales ceramicos son inertes, bioactivos y reabsorbibles, mientras que los materiales
polimericos son inertes y reabsorbibles[6].

En resumen, se tiene que un buen biomaterial debe ser biocompatible. Por lo tanto, el
biomaterial implantado debe cumplir con las siguientes propiedades[6, 7]:

= El biomaterial debe ser compatible con la sangre.

= No debe ser toxico ni peligroso en caso de ser usado en un sistema de administracion
de medicamento o de destruccion de celulas cancerosas.

= No in amatorio, no mutagenico, no cancer geno, no alergenico, no pirogenico en su
forma natural.

= Los biomateriales no deben tener la capacidad de perturbar o in uenciar los tejidos u
organos que lo rodean.

= Se dice que un material es un biomaterial ideal si las propiedades de este pueden
cambiar en funcion de la ubicacion de la implantacion.

» Las propiedades mecanicas y biologicas esenciales y la compatibilidad

= Todos los biomateriales son resistentes a la corrosion.
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Como se ha visto, existen varias formas de clasi car los biomateriales, se presenta un breve

resumen en las tabla 2-2y en la tabla 2-3.

Biomaterial Aplicacion

Metalico y aleacion Implante dental, tornillo ortopedico, stent

Ceramico

Reemplazo de hueso, valvula cardiaca,

implante dental, remplazo de articulacion
Composiciones Biosensor, microelectrodo implantable
Dispositivos de suministro de farmacos,

Pol meros

piel, cart lago, implante ocular, cemento

para hueso, lente de contacto, stent, sutura
quirurgica

Tabla 2-2.: Aplicaciones de los biomateriales[6].

No. Bases de clasi cacion Biomateriales de diferentes clases
. . Materiales ceramicos, materiales polimericos,
1 Composicion qu mica .
metales y materiales compuestos.
. . Natural. Materiales semisinteticos, sinteticos,
2 Naturaleza de ocurrencia u origen .
h bridos.
3 Estabilidad tridimensional Biomateriales nano, micro y macro.
4 En terminos de interaccion con Reabsorbible, no reabsorbible, bioactivo
los tejidos vivos del cuerpo y bio-inerte
5 Propiedad de biodegradabilidad Biodegradable y bioestable
6 Aspecto estructural Poroso y no poroso
- Diagnostico, terapeutico, restaurativo,
7 Aplicacion g . P .
preventivo y regenerativo
8 Sitios de aplicacion Intracorporeo. Extracorporeo
9 Tiempo de contacto con el cuerpo Limitado, prolongado y permanente

Tabla 2-3.: Bases de clasi cacion de biomateriales[7].

Teniendo en cuenta las desventajas y ventajas de los biomateriales polimericos, ceramicos y
compuestos, as como la falta de biocompatibilidad de los metales, un area de interes ser a la
fabricacion de un andamio multifasico, bien organizado, compuesto de todos los materiales
biocompatibles, fabricado en tres dimensiones.

Objetivamente la evolucion de la fabricacion de andamios, tradicionales a tridimensionales
(3D) bioactivos, para apoyar la regeneracion osea se ha convertido en un area clave, de en-
foque, dentro de la ITO. Entre las principales tecnolog as desarrolladas en los ultimos aros,
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para superar estas limitantes, se encuentra la impresion 3D[24, 18].

2.2.2. Andamios metalicos

Diferentes tipos de metales han sido utilizados para la fabricacion de andamios oseos: titanio
(Ti), metales a base de hierro (Fe) y magnesio (Mg), aleaciones de Mg-RE (tierras raras),
Mg-Ca, aleaciones de Fe, Mn puro y espuma de Fe. Sin embargo se han presentado casos de
respuestas in amatorias y de toxicidad sistemica, lo que ha limitado su aplicacion en la medi-
cina. Las aleaciones han sido implementadas con la intencion de mejorar caracter sticas como
la bioreabsorbibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas, respuestas no in amato-
rias, soporte para la activacion de celulas oseas, entre otras. Se ha modi cado la porosidad y
el tamano de los poros de los andamios para llevar su rigidez y resistencia a un nivel similar
a la del hueso sano; no obstante, se debe tener en cuenta que una mayor porosidad puede
llegar a disminuir la resistencia a la corrosion; en el caso del titanio y sus aleaciones, se
ha demostrado la posibilidad de inhibicion en la proliferacion de celulas oseas, reduccion en
los marcadores de formacion osea, al igual que, respuestas alergicas y toxicidad elevada[8, 37].

Segun la de nicion tradicional, los andamios estan destinados a ser biodegradables. Los me-
tales se han introducido como materiales mecanicamente fuertes, pero no son biodegradables.
Por ende se podr an considerar implantes en vez de andamios, estos implantes son livianos,
fuertes, biocompatibles y osteoconductores; pero pueden inhibir los marcadores de forma-
cion osea, la estimulacion de la perdida osea o la reabsorcion, muestran una osteointegracion
de ciente con el hueso circundante debido a la diferencia de rigidez y liberacion de iones
toxicos por corrosion que pueden causar respuestas in amatorias[8, 37].

2.2.3. Andamios ceramicos para la regeneracion osea

Los bioceramicos proporcionan una mayor adherencia y proliferacion de osteoblastos en com-
paracion con otros materiales. Y, aunque, imitan muy bien al tejido oseo y su resistencia
mecanica es superior en comparacion con los pol meros, sigue siendo inferior a los huesos
naturales, especialmente en terminos de resistencia a la traccion y a la torsion. Entre los ma-
teriales ceramicos mas usados se encuentran los ceramicos de fosfato de calcio (CPC), como
la hidroxiapatita, fosfato tricalcico(TCP) y su combinacion como fosfatos de calcio bifasicos
y amorfos (fosfato de calcio bifasico (BCP y ACP)[8]. No obstante, los fosfatos de calcio no
poseen propiedades osteogenicas u osteoinductoras. Utilizan su propiedad osteointegrativa
mediante la formacion de hidroxiapatita en la super cie despues de la colocacion del injerto.
En adicion, Pioletti y sus colegas [44] mostraron que el cemento, de tamanro reducido, de
part culas de fosfato de calcio son fagocitados por macrofagos y celulas gigantes multinuclea-
das. Este proceso resulta en la acumulacion de calcio en las mitocondrias y eventualmente
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conduce a la lisis, o disrupcion celular que es un metodo en el que el | mite exterior o la mem-
brana celular se descompone o destruye para liberar materiales intercelulares como ADN,
ARN, prote nas u organulos de una celula[45], y posteriormente la muerte celular.[46].

2.2.4. Andamios polimericos en la ITO

Los andamios polimericos se pueden fabricar a partir de materiales naturales o sinteticos.
Los materiales derivados naturalmente tienen la ventaja esencial del reconocimiento biologi-
co que puede afectar de manera constructiva la adhesion celular y la funcion. Sin embargo,
puede exhibir inmunogenicidad y contener impurezas patogenas, lo que conlleva a riesgos
de transmision de patogenos e inmunoreyeccion asociados con materiales naturales de fuen-
tes de animales y cadaveres. Igualmente, se tiene un menor control sobre sus propiedades
mecanicas, al no proporcionar su ciente soporte estructural y proteccion para los osteo-
blastos sembrados, biodegradabilidad y consistencia lote a lote. Muchos tambien tienen un
suministro limitado y, por lo tanto, pueden ser costosos[8, 47].

Los materiales sinteticos tienen la ventaja de poder controlar mejor las propiedades del
material, como la resistencia, el tiempo de degradacion, tamaro de los poros, es decir, la
porosidad, la micro-estructura, solubilidad, biocompatibilidad, reacciones enzimaticas y res-
puesta alergica. Los biopol meros mas utilizados en la ingenier a de tejidos, para andamios
tridimensionales, que cumplen estos criterios incluyen poli ( -hidroxi esteres) saturados, que
incluyen poliacido lactico (PLA) el cual existe en tres formas: manipulando la mezcla entre
los isomeros D[-] y L[+]; 1) L-PLA (PLLA); 2)D-PLA (PDLA); 3) mezcla racemica (50/50)
de D + L-PLA (PDLLA), poli[acido glicolico] (PGA), poli[acido glicolico-co-L-acido lactico]
(PLGA) y poli[E-caprolactona] (PCL). Los pol meros sinteticos se introdujeron gracias a sus
excelentes propiedades mecanicas, lo que los hizo muy atractivos para ser usados en una
amplia gama de aplicaciones en ortopedia[8, 48, 49, 9].

La PCL ha sido ampliamente estudiada[50, 51], sus principales aplicaciones en el campo
de la ingenier a de tejidos incluyen piel diserada por tejidos, sistemas de administracion
de farmacos, regeneracion axonal y andamios para apoyar el crecimiento de broblastos y
osteoblastos[52].
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A continuacion se muestra la tabla 2-4 con una breve comparacion entre estos biopol meros.

Tiempo de
Biodegradacion Toxicidad
(Meses)

Propiedades Temperatura

Biopolimeros
P Mecédnicas  de Fusién(°C)

PLLA 173-178 24 -No toxico

-No in amatorio

PDLLA +++ - -Aprobado por
12-16 la FDA

-No toxico

PGA +++ 225-230 3-4 -No in amatorio
-Aprobado porla FDA

-Exhibe

inmunogenicidad y

PLGA(50/50) + - Ajustable: 3-6
patogenas

-Aprobado por
la FDA

contiene impurezas

-De ciencia de
toxicidad
-Aprobado por
la FDA

PCL ++ 58-63 24

Tabla 2-4.: Andamios polimericos para ITO[8, 9]

Los biopol meros PLA y PGA pueden se procesadas facilmente y sus tasas de degradacion,
propiedades f sicas y mecanicas son ajustables mediante el uso de varios pesos moleculares
y copol meros. Sin embargo, estos pol meros se someten a un proceso de erosion en masa
de tal manera que pueden provocar que los andamios fallen prematuramente. Ademas, la
liberacion descontrolada de los productos en proceso de degradacion acida puede causar una
fuerte respuesta in amatoria. La PCL es relativamente elastica en comparacion con otros
pol meros, esto ha hecho que se aprovechen sus propiedades mecanicas. Entre sus ventajas se
incluyen: una tasa de degradacion relativamente lenta y subproductos menos acidos , com-
parandolos con otros pol meros, una permeabilidad a determinados farmacos muy alta, esto
ha conducido a ser implementada en la contencion efectiva de diferentes farmacos, entre ellos
varios antibioticos y, es por esto que, un andamio hecho con PCL se puede considerar como
un sistema de administracion de farmacos, el cual es utilizado para mejorar el crecimiento y
la regeneracion osea en el tratamiento de defectos oseos, por lo que se vuelve muy Ilamativo
para ser usado dentro de los campos de suministro de farmacos y en la ingenier a tisular. La
degradacion de PCL y sus copol meros implica dos etapas: segmentacion de ester hidrol tico
aleatorio y perdida de peso a traves de la difusion de especies oligometricas a granel. Se ha
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encontrado que la degradacion del sistema PCL con un alto peso molecular (Mn de 50,000)
es notablemente lenta, requiriendo hasta 3 anos para la eliminacion completa del sistema
del huesped. La PCL se degrada a una velocidad signi cativamente mas lenta que PLA,
PGA y PLGA. La degradacion lenta hace que la PCL sea menos atractiva para aplicaciones
biomedicas de corta duracion, sin embargo, a su vez se ha demostrado que, dentro de un
andamio de PCL poroso, las celulas pueden mantener exactamente el mismo fenotipo que los
condrocitos dentro del tejido de cart lago nativo, mostrando una alta capacidad para imitar
el entorno del tejido nativo, haciendola atractiva para implantes a largo plazo y aplicaciones
de liberacion controlada, por ejemplo, la ITO, donde los andamios deben mantener propie-
dades f sicas y mecanicas durante al menos 6 meses[49, 9, 53].

Cada material polimerico tiene sus propias ventajas y desventajas. De requerirse, se pueden
formar materiales compuestos, los cuales a menudo muestran un excelente equilibrio entre
resistencia y tenacidad y caracter sticas generalmente mejoradas en comparacion con sus
componentes individuales.

2.2.5. Estructuras compuestas para mejorar los andamios 0seos

Se ha sugerido que los materiales compuestos bioactivos combinan las ventajas de dos o mas
materiales diferentes (materiales metalicos, ceramicos y polimericos). Las excelentes propie-
dades mecanicas y la osteoconductividad han hecho que los compuestos pol meros/ceramicos
sean materiales prometedores para la ingenier a del tejido oseo. Los materiales compuestos
pueden no ser compatibles en cada uno de sus componentes, no obstante, se ha visto que
permiten mejorar propiedades deseadas del andamio y permiten una degradacion controlada
para aplicaciones de ingenier a de tejidos.[8, 54].

En diferentes casos se puede mejorar una caracter stica mientras otra se ve afectada, como
ejemplo se puede mencionar que la tasa de proliferacion y diferenciacion de las MSC me-
senquimales humanas en espuma de Fe recubierta con fosfato de calcio ha demostrado ser
mayor que en las muestras no recubiertas. Sin embargo, aunque el recubrimiento mejora la
bioactividad, inhibe la degradacion de las espumas de Fe[8].

2.3. Impresion 3D en la fabricacion de andamios oseos

Tanto la ingenier a tisular del hueso como del cart lago requieren andamiajes con alta estabi-
lidad mecanica, biocompatibilidad y capacidad de vascularizacion del tejido para la implan-
tacion. La impresion 3D se ha ido desarrollando para cumplir con dichos requerimientos, ya
que la estructura macro-micro impresa en 3D podr a imitar morfologicamente la estructura
multiescala de los tejidos oseos[34, 29]. En este tipo de impresion, la creacion de capas de
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celulas se logra utilizando tecnolog as de fabricacion aditiva con el n de obtener complejos
patrones multicelulares[17]. Ademas de esto, los andamios producidos a traves de ciertas
tecnicas de impresion 3D son excelentes veh culos de entrega para proporcionar la liberacion
local y sostenida de medicamentos y/o biomoleculas[29].

Al fabricar un andamio poroso, varios parametros estructurales, como el tamano, la distri-
bucion del tamano, la morfolog a, la orientacion y la interconectividad de los poros junto con
la relacion entre el area de super cie y el volumen deben adaptarse para que coincidan con
las propiedades de imitacion osea. Ademas, se debe lograr un equilibrio entre la porosidad
y la resistencia para garantizar que el andamio pueda soportar las altas tensiones aplicadas
en el curso de la operacion quirurgica en el sitio de implantacion[55].

En general el diserno de un andamio debe incluir los siguientes requisitos:

Mecanicos (rigidez, modulo elastico, etc.) El tejido oseo humano comprende hueso cortical
y hueso esponjoso. El hueso cortical es denso y posee una porosidad entre el 5{10 %, mientras
gue el hueso esponjoso, que tiene una estructura parecida a la de una esponja, cuenta con una
porosidad entre el 50{90 %. EI hueso cortical representa hasta el 80 % del peso del esqueleto
humano, mientras que el hueso esponjoso representa el 20% restante[29]. El andamio 3D
debe soportar temporalmente las cargas externas y las tensiones causadas por la formacion
del nuevo tejido al tiempo que conserva las propiedades mecanicas cercanas a las del tejido
circundante. Se demostro que las caracter sticas mecanicas espec cas del tejido, en particular
la rigidez, pod an controlar la diferenciacion de las MSC. Por ejemplo, la estructura de baja
rigidez facilita la diferenciacion de las MSC en celulas neurales (neurogenesis), mientras que
la de alta rigidez promueve la diferenciacion a las celulas oseas (osteogenesis). Por lo tanto,
al reparar tejidos oseos con y sin carga, los andamios de ITO impresos en 3D deben tener
propiedades mecanicas iguales para proporcionar un soporte mecanico su ciente y evitar el
\stress shielding™, que se re ere a la reduccion en la densidad osea como resultado de la
disminucion o eliminacion del estres t pico del hueso por un implante[29, 55, 56, 57].

Fisicogqu micos (qu mica de super cie, porosidad, biodegradacion, etc.). Las propiedades
de super cie deben disenarse de tal manera que faciliten la union celular, la distribucion ho-
mogenea, la proliferacion y los contactos de celula a celula. La geometr a del andamio debe
mantener el disero poroso 0 broso y proporcionar una alta relacion de super cie a volumen
para la jacion de celulas y el desarrollo de tejidos. En cuanto a la arquitectura porosa para
la absorcion de la energ a de impacto, se tiene que los poros menores a los 75 m favorecen
la formacion de tejido broso. Sin embargo, los poros en el rango de 75 a 100 m apoyan
la formacion de tejido con osteoides no mineralizados. Los poros relativamente mas anchos
(> 200 m) facilitan el crecimiento oseo y una mejor vascularizacion. Simultaneamente, estos
andamiajes cuentan con una biodegradacion controlada. La degradacion de los biomateria-
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les puede ser super cial o en masa. A diferencia de la degradacion en masa que rompe la
estructura interna del material, la degradacion de la super cie mantiene la estructura en ma-
sa. La tasa de degradacion debe coincidir con el crecimiento del tejido sin la separacion de
subproductos toxicos. Dependiendo de este proceso de biodegradacion se vera directamente
afectada la biocompatibilidad de la estructura 3D[29, 55, 56].

Biologicos (adhesion celular, vascularizacion, biocompatibilidad, etc.). Las macro y micro-
estructuras apropiadas son caracter sticas clave; por un lado, los macro-poros pueden llegar
a in uir en la penetracion y distribucion celular, y lo mas importante, permite el transporte
de gases y nutrientes a la capa mas profunda de los andamios, manteniendo as la viabili-
dad celular a un alto nivel. En contraste, los micro-poros son cruciales para determinar las
respuestas celulares iniciales, como la adhesion y propagacion celular[29]. A su vez, la inter-
conexion de estos poros permitira tanto el crecimiento celular como la difusion de ox geno,
as como nutrientes en el andamio. El nivel de interconectividad de poros puede ser mas
cr tico que el tamano de poro. Por ejemplo, el grado de interconectividad es mas importante
que el tamano de poro para ceramicas porosas altamente biodegradables, mientras que para
materiales no biodegradables, se encontro que la interconectividad y el tamaro de poro son
de igual importancia. En condiciones in-vivo, la penetracion celular y la formacion de teji-
do condroide dentro de los macroporos ocurren en un tamano de interconexion superior a
20 m, y la formacion de hueso mineralizado ocurre por encima de 50 m[55]. Esta intercone-
xion promueve el proceso de regeneracion por medio del desarrollo de redes neurovasculares
interconectadas entre el tejido maduro y el circundante. Por un lado, el disero del anda-
mio deber a permitir la remodelacion vascular a medida que el tejido madura para que los
nutrientes, el ox geno y otros factores solubles puedan llegar a todas las celulas incrustadas
mientras los desechos metabolicos se eliminan constantemente, promoviendo as una correcta
angiogenesis. De forma similar, se pueden suministrar factores de crecimiento para mejorar
la formacion vascular y la angiogenesis y as mejorar la vascularizacion del andamio durante
el proceso de regeneracion osea[29, 55, 56].

As mismo, se han de tener en cuenta consideraciones importantes relacionadas en cuanto
a la esterilizacion y la viabilidad comercial[29].

2.4. Impresoras 3D

Para fabricar andamios tridimensionales se utiliza una impresora 3D, en la actualidad exis-
ten diferentes tipos de impresoras que utilizan los 3 ejes dimensionales para su fabricacion,
ademas, otro tipo de impresoras 2D han sido actualizadas para imprimir en 3D.
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De acuerdo con su modalidad de impresion, las impresoras pueden ser clasi cadas en tres
grupos principales que incluyen prensas a base de extrusion, gota y laser. El uso de protesis
a base de extrusion usa un sistema de accionamiento mecanico o neumatico, mientras que las
impresoras basadas en gotas utilizan mecanismos termicos, piezoelectricos o acusticos para
depositar gotas. Por otro lado, las impresoras basadas en laser utilizan energ a laser lo que
las libra de la necesidad de una boquilla[58, 59].

La impresora ideal debe poseer las siguientes capacidades[58]:

= Alto grado de libertad en movimiento que permite depositar la \tinta™ en super cies
no planas.

= Alta resolucion y precision que permiten la deposicion de soluciones de tinta con la
delidad su ciente para simular la colocacion de celulas en tejidos nativos.

= Movimiento de alta velocidad que permite la fabricacion rapida de escala humana.
= La capacidad de dispensar varias soluciones de tinta simultaneamente.

» Facilidad de uso que permite a los operadores, con un m nimo de habilidades y expe-
riencia, operar la impresora biologica.

= Tamano compacto que permite la colocacion bajo bioseguridad estandar o una campana
de ujo laminar para impresion en condiciones esteriles.

= Facilidad de esterilizacion que permite a los operadores esterilizar facilmente y mante-
ner condiciones asepticas durante un proceso de bioimpresion.

» Capacidad de automatizacion completa que facilita la bioimpresion de tejidos y cons-
truye organos sin intervencion del usuario.

= Asequibilidad que permite a los investigadores adquirir instrumentacion y explorar
nuevas areas de investigacion.

= Versatilidad que permite a los operadores modi car y expandir la instrumentacion para
uso multiuso

No todas las impresoras poseen las capacidades mencionadas, dado que generalmente estan
disenadas solo para el uso en investigacion basica y muchas veces no necesitan de todas estas
caracter sticas. Actualmente se manejan las siguientes tecnicas de impresion con diferentes
posibilidades:

2.4.1. Impresion por inyeccion de tinta

Esta tecnolog a se basa en el proceso comun de impresion por inyeccion de tinta. Actualmen-
te, las impresoras 3D con tecnolog a de modelado de deposicion fundida (FDM) se modi can
para lograr el mismo proceso desde una perspectiva biologica. Consiste en un proceso en el
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que se depositan capas de biotintas (tambien llamados biomateriales) capa a capa sobre un
sustrato de hidrogel o placas de cultivo. Esta tecnolog a puede clasi carse en dos metodos
principales: termicos y piezoelectricos[17].

La tecnolog a termica utiliza un sistema de calefaccion que crea burbujas de aire, se derrum-
ban y proporcionan presion para expulsar las gotas de biotinta, en contraste, la tecnolog a
piezoelectrica, no utiliza calor para crear la presion necesaria, utiliza la carga electrica que
se acumula en un material solido, en este caso una ceramica piezoelectrica policristalina que
esta en cada boquilla de impresion. Sin embargo, esta ultima tecnolog a puede causar danos
a la membrana celular si se utiliza con demasiada frecuencia[17].

2.4.2. Impresion asistida por laser

Utiliza como fuente de energ a un laser para depositar los biomateriales en un receptor (sus-
tancia). La tecnica consta de tres partes: una fuente laser, una cinta recubierta con materiales
biologicos que se depositan sobre una pel cula y un receptor. Los rayos laser irradian la cinta
haciendo que los materiales biologicos I quidos se evaporen y lleguen al receptor en forma de
gotas, este contiene un biopol mero que mantiene la adhesion celular y ayuda a las celulas a
comenzar a crecer. En comparacion con otras tecnolog as, la bioimpresion asistida por laser
tiene ventajas unicas, incluyendo un proceso libre de boquillas, libre de contacto, impresion
celular de alta actividad y alta resolucion, control de gotitas de tinta y caracter sticas de
impresion precisas[17].

A pesar de contar con posibles metodos de impresion de alta resolucion (50 m), el sistema
de impresion asistida por laser presenta limitaciones importantes, en comparacion con otros
metodos, como lo son: productos biologicos limitados debido a las restricciones del ndice de
refraccion, los materiales que presentan una alta viscosidad no son imprimibles, la impresion
3D es dif cil debido a las restricciones de viscosidad de la tinta, no es adecuado para la
encapsulacion celular a menos que se usen fotoiniciadores solubles en agua y baja viabilidad
celular alrededor de regiones expuestas al laser, entre otros[60].

Las desventajas de la bioimpresion basada en laser superan a sus ventajas. La naturaleza
del metodo lo hace inadecuado para la fabricacion de construcciones de tejido a gran escala,
necesarias para la medicina regenerativa[l17].

2.4.3. Estereolitograf a

La tecnolog a SLA consiste en la solidi cacion de un foto-pol mero a traves de la iluminacion
y tiene la mayor precision de las tecnolog as de fabricacion aditiva. Esta puede ser aplicada
en bioimpresion imprimiendo con hidrogeles sensibles a la luz. Esta tecnolog a esta todav a
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en desarrollo, ya que ademas de las ventajas de la misma, se relacionan con numerosas
restricciones, como la falta de pol meros biocompatibles y biodegradables, los efectos nocivos
y la imposibilidad de eliminar la estructura portante[17].

2.4.4. Impresion por ondas acusticas

Este metodo fue desarrollado por la Universidad Carnegie Mellon, la Universidad Estatal de
Pensilvania 'y el MIT, utiliza algo que es llamado pinzas acusticas, un dispositivo micro u di-
co donde se pueden manipular celulas o part culas individuales, y el uso de ondas acusticas
super ciales. Las ondas se encontrar an a lo largo de cada uno de los tres ejes. En estos
puntos de encuentro, las ondas formaran un nodo de captura tridimensional. Las celulas
individuales o los conjuntos completos de ellas se recogen para poder crear patrones 2D y
mas tarde en 3D. Esta tecnica ofrece una actuacion en terminos de movimientos precisos de
una manera no invasiva.

La ventaja de este metodo sobre otras tecnicas, es que la tinta esta en una \piscina" abierta
en lugar de una boquilla, eliminando as la exposicion de las celulas a factores estresantes
como el calor, la alta presion y el alto voltaje. Cuenta con una relativa alta resolucion (
37 m) y una alta velocidad de impresion (hasta 10,000 gotas por segundo). Sin embargo, con
tintas de alta viscosidad o alta concentracion de celulas, la fuerza acustica requerida para
expulsar una gota tambien aumentara considerablemente, causando un efecto perjudicial en
las celulas. Se requieren mas estudios de mayor detalle para la evaluacion objetiva de esta
tecnolog a[17].

2.4.5. Impresion por extrusion

Se basa en la extrusion para crear patrones 3D y construcciones celulares. Los materiales
utilizados para la impresion son usualmente soluciones que se extruyen coordinando el movi-
miento de un piston a base de presion o de una micro-aguja sobre un sustrato estacionario.
Despues de la aplicacion capa por capa se completan los patrones 3D, de tal forma se obtiene
una construccion[17].

Se considera que hay una serie de caracter sticas clave que debe tener cualquier sistema
basado en extrusion[61]:

= Carga del material: debe haber una camara desde la cual se extruye el material. Esto
podr a cargarse previamente con material, pero ser a mas util si hubiera un suministro
continuo de material en esta camara.

= Licuefaccion del material: el metodo de extrusion funciona segun el principio de que
lo que se mantiene en la camara se convertira en un | quido, el cual, sera empujado
a traves de la boquilla. Dicho material podr a estar en forma de una solucion que
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se solidi cara rapidamente despues de la extrusion, pero lo mas probable es que este
material sea | quido debido al calor aplicado a la camara.

Extrusion: Es la aplicacion de presion para mover el material a traves de la boquilla.
La boquilla de extrusion determina la forma y el tamano del lamento extruido. El
diametro de la boquilla tambien determina el tamano m nimo de la caracter stica que
se puede crear, al igual que la precision con respecto al dibujo CAD original. En la
practica, las caracter sticas normalmente deben ser grandes en relacion con el diametro
de la boquilla para que sean reproducibles, al igual que resistentes.

El ujo de material a traves de la boquilla se controla mediante la ca da de presion
entre la camara y la atmosfera circundante; esta relacionado con la ca da de presion, la
geometr a de la boquilla y la viscosidad del material. La viscosidad es principalmente
una funcion de la temperatura.

El sistema de alimentacion de rodillo de presion mas comun se muestra en la Fig. 2-1.

Filament material

Pinch roller feed system

Liquifier chamber
Nozzle tip

el

Molten material

Heated
extrusion head

i X-y-Z axes
Material Spool

Solidified material

Platform

Figura 2-1.: Esquema de sistemas basados en extrusion[1]

En este modelo se pueden considerar las fuerzas generadas por los rodillos como el
mecanismo generador de la presion de extrusion. Si la fuerza generada por los rodillos
excede la presion de salida, se producira pandeo en la materia prima del lamento,
suponiendo que no haya deslizamiento entre el material y los rodillos.

Trazo realizado a partir de una ruta prede nida de manera controlada: Posteriormente
al disero CAD, se triangula la super cie en un archivo volumetrico 3D. En el siguiente
paso, se debe seleccionar el material de construccion. Una herramienta de software corta
el objeto y plani ca la ruta de deposicion para estructuras perimetrales, de relleno
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y de soporte. Traduce los parametros de movimiento y proceso en codigo maquina.
Los actuadores como motores paso a paso, licor (\Lique er" en ingles) y la cama de
impresion se controlan de acuerdo a ello[61, 62].

= Union del material a s mismo 0 a uno secundario para formar una estructura solida
coherente: Para los sistemas basados en el calor, debe haber su ciente energ a termica
residual para activar las super cies de las regiones adyacentes, causando la union.

= Inclusion de soportes para permitir la fabricacion de guras geometricas complejas:
Si un sistema basado en extrusion se construye de la manera mas simple posible, los
soportes deben hacerse con el mismo material que la pieza. Esto puede requerir que
las piezas y los soportes se diseren y coloquen cuidadosamente uno con respecto al
otro de tal forma que puedan separarse mas adelante. El ajuste de la temperatura del
material de la pieza con respecto al material adyacente puede resultar en un efecto de
super cie de fractura. Esta super cie de fractura se puede usar como un medio para
separar los soportes del material de la pieza.

Se puede ver que el control preciso de la extrusion es un proceso complejo, que depende de
un numero signi cativo de parametros, que incluyen[61]:

= Presion de entrada: El valor de esta variable cambia constantemente durante el proceso
de impresion dado que esta estrechamente relacionada con otros parametros fundamen-
tales, por ejemplo, cambiar la presion de entrada (o la fuerza aplicada al material) da
como resultado un cambio en el caudal de salida correspondiente.

= Temperatura: El escenario ideal para este parametro ser a poder mantener una tempe-
ratura constante dentro de la masa fundida en la camara de impresion. Al ser inevitable
las uctuaciones de temperatura se debe variar la presion de salida de forma inversa a
la variacion de temperatura. De esta forma se mantiene el caudal deseado.

= Diametro de la boquilla: Esto es constante para una construccion en particular, pero,
debido a la necesidad, se han actualizado muchos sistemas basados en extrusion para
permitir la utilizacion de boquillas intercambiables, que, a su vez, pueden usarse para
compensar la velocidad contra la precision.

» Caracter sticas del material: ldealmente, los modelos de control deben incluir informa-
cion sobre los materiales utilizados. Caracter sticas como el ujo viscoso, la uencia,
etc. son muy dif ciles de predecir, puesto que al no tener informacion detallada se hara
dif cil el iniciar y detener con precision el ujo.

» Gravedad y otros factores: Si no se aplica presion a la camara, es posible que el material
siga uyendo. Esto tambien puede ser exacerbado por la acumulacion de presion gaseosa
dentro de la camara si esta sellado. La tension super cial de las fuerzas de fusion y
arrastre en las super cies internas de la boquilla puede retrasar este efecto.
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= Aumento de la temperatura dentro de la pieza: Todas las piezas comenzaran a enfriarse
tan pronto como el material haya sido extruido, el tamano de la pieza dictara que
tan rapido suceda dicho enfriamiento, las estructuras grandes y masivas mantendran
su calor durante mas tiempo que las partes mas pequenas y delgadas, debido a la
variacion en la relacion super cie a volumen. Como este cambio de temperatura tiene
un efecto en su entorno, tambien puede llegar a afectar el control de la maquina.

Los procesos basados en extrusion son, por lo tanto, mas adecuados para piezas mas gran-
des que tienen caracter sticas y espesores de pared que son al menos dos veces el diametro
nominal de la boquilla de extrusion utilizada.

Por otro lado, la impresion por extrusion (EBP) presenta algunas desventajas en compara-
cion con otras tecnolog as. En primer lugar, la resolucion de la tecnolog a es muy limitada;
el tamano m nimo de la caracter stica es generalmente de mas de 100 mm, que es conside-
rablemente mas bajo que la resolucion en otras tecnicas de bioimpresion. Por lo tanto, las
celdas no pueden ser modeladas y organizadas con precision debido a la limitada resolucion.
Ademas, los requisitos de geli cacion y solidi cacion durante el proceso de extrusion limitan
los hidrogeles utilizados en EBP. Ademas, el esfuerzo cortante en la pared de la punta de
la boquilla induce una ca da signi cativa en el numero de celulas vivas cuando la densidad
celular es alta. El tiempo que toma para imprimir grandes construcciones tambien afecta la
viabilidad celular. La bioimpresion en medios de cultivo celular no se practica, por lo que
las celulas estan expuestas a la deshidratacion y la falta de nutrientes[19].



2.4 Impresoras 3D 27

2.4.6. Impresion Electrohidrodinamica

La con guracion basica para Electrospinning consta de una bomba de jeringa, una jeringa,
una aguja de metal que sirve como boquilla, una fuente de alimentacion de alto voltaje y un
sustrato conectado a tierra que sirve como colector, como se muestra en la siguiente gura:

-

]

Syringe pump Syringe

(

Nozzle "

k

High voltage
generator

i Grounded collector

Figura 2-2.: Esquematico de la con guracion basica para Electrospinning[2]

Donde la base colectora puede reemplazarse por un rodillo colector o una base plana con
diferentes geometr as dependiendo que se quiere lograr. Con esta con guracion se obtienen
laminas de bras en dos dimensiones.

La impresion electrohidrodinamica (EHD) se puede llevar acabo por medio de dos tecnicas:
electrospray y electrospinning.

La tecnica de hilatura electrostatica (Electrospinning) y atomizacion electrodinamica (Elec-
trospray), se basan en inyectar muy lentamente un | quido conductor a traves de una aguja
electri cada, modi cando el caudal y la diferencia de potencial aplicados a la aguja. As se
produce un menisco electri cado que adquiere la forma de un cono de Taylor estacionario,
cuando la intensidad el campo electrico es lo su cientemente fuerte como para superar la
tension super cial de la gota se pueden presentar dos escenarios dependiendo la viscosidad
del | quido, Electrospinning y Electrospray, para | quidos de alta viscosidad, como soluciones
de pol meros o fundidos, se inducira la formacion de un chorro de | quido que se ira alar-
gando vy, a su vez, se ira sacudiendo continuamente de tal forma que se podra apreciar una
inestabilidad transversal (division del chorro en dos 0 mas chorros mas pequenos), debido
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a la repulsion de carga radial, esto a medida que es depositado en un colector conectado
a tierra. En contraste, cuando se tienen | quidos de baja viscosidad, el chorro se rompe en
gotitas debido a la inestabilidad longitudinal de Rayleigh, que se conoce como electropulve-
rizacion, y se utiliza para obtener aerosoles compuestos de gotitas submicrometricas con una
distribucion compacta[20, 63, 64].

El comportamiento de esta tecnica involucra diferentes parametros interrelacionados, los mas
relevantes se muestran en la tabla 2-5

Parametro general Parametro espec co
Solucion Seleccion del | Viscosidad de | Conductividad Tension
pol mero la solucion electrica super cial
Proceso Colector letanC|a Yalor d.e Flujo
aguja-colector | tension aplicada
Ambiente Temperatura ambiente Humedad relativa

Tabla 2-5.: Resumen de los parametros mas relevantes dentro del proceso de
Electrospinning[10].

Parametros de Solucion

Los parametros mas relevantes dentro de la solucion incluyen el tipo de pol mero a utilizar, el
peso y concentracion molecular (MW), la viscosidad, la tension super cial y la conductividad
electrica de la solucion polimerica. Generalmente estos parametros estan determinados por
las caracter sticas de los pol meros y los disolventes. Las caracter sticas de las bras estan
muy in uenciadas por la concentracion de la solucion del pol mero. Esta concentracion esta
de nida por la relacion de peso/volumen del pol mero en el solvente usado. En caso de que
la concentracion sea baja las bras se romperan en gotas antes de llegar al plato colector, de
lo contrario se di cultara el paso de la solucion a traves del capilar. EI peso molecular de ne
la aparicion de defectos en vez de bras, para reducir estos defectos se ha mostrado que se
deben usar altos pesos moleculares. La conductividad electrica del | quido es una variable
que condiciona el diametro del chorro y el tamano de las gotas, que var an desde centenares
de micrones para | quidos poco conductores hasta pocas decenas de nanometros para los muy
conductores y condiciona tambien la uniformidad del tamanro de las gotas. Para la tecnica
de Electrospinning una mayor conductividad signi ca un mayor transporte de cargas, lo que
conlleva a un mayor estiramiento de la solucion, produciendo as bras mas delgadas, en
caso opuesto se obtendr an bras mas gruesas. La viscosidad de la solucion de pol mero es
proporcional al MW, que a su vez esta directamente in uenciada por la tension viscoelastica
y super cial. Esta ultima no debe ser demasiado alta, puesto que de ser as aparecer an
defectos en las bras; de tenerse una tension super cial baja se obtendran bras lisas. El
nivel de tension super cial se puede disminuir adicionando solventes con baja tension como
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el etanol.[20, 10, 65, 66].

Parametros de operacion

El proceso de Electrospinning se ve in uenciado por la velocidad de ujo, determinada por
la bomba utilizada, que t picamente maneja ujos entre 0.05 y 2 ml/min; la intensidad del
campo electrico, la cual puede variarse modi cando la distancia aguja-colector y/o varian-
do el diferencial de potencial entre la aguja y la base colectora, regularmente, se emplean
voltajes entre 5 y 40 kV.; y el disero y la geometr a del colector. Las soluciones con baja
conductividad, alta tension super cial y/o alta viscosidad requieren voltajes mas altos, y
viceversa; valores altos de tension, proveen bras mas delgadas gracias a la elongacion del
chorro, a pesar de ello, no se deben utilizar valores de tension demasiado altos dado que
cuando se aumenta demasiado este valor, la probabilidad de fabricacion de bras con defec-
tos es mucho mayor debido a la inestabilidad del cono Taylor. Otra forma de controlar el
grosor de las bras es variando la velocidad de ujo de salida de la bomba que administra la
solucion. Si la velocidad es muy baja sera muy dif cil formar un cono Taylor, ya que no se
lograra expulsar su ciente solucion. Empero, la solucion puede acumularse en la punta de la
boquilla con una velocidad de alimentacion mas alta y, a su vez, producir bras gruesas. El
control sobre el caudal de la solucion depende principalmente de la volatilidad del disolvente
utilizado. Cuando el pol mero se disuelve en un solvente altamente volatil, se deben usar

ujos mas altos junto con una tension su cientemente alta como para expulsar la solucion
polimerica hacia el colector. La distancia aguja-colector es otro parametro central, relacio-
nado con el voltaje aplicado y la velocidad de ujo de la solucion. Se debe asegurar que el
solvente, dentro del campo electrico, se evapore en el recorrido de la aguja al colector, para
ello se debe tener una distancia m nima para que el chorro tenga tiempo su ciente para se-
carse; teniendo en cuenta que si la distancia es muy alta o0 muy baja la aparicion de defectos
sera inevitable; con distancias moderadamente altas las bras tendran mayor espacio para
su estiramiento, obteniendo as bras mas delgadas, aunque, se presenta el riesgo de que las

bras se rompan debido a su propio peso. En caso de tener distancias moderadamente bajas,
las bras seguramente llegaran humedas al plato colector[65, 10, 66, 67].

Parametros ambientales

Los parametros ambientales no se consideran comunmente, una de las posibles razones es
que son practicamente incontrolables en su totalidad, pero juegan un papel importante,
sobretodo si se habla de reproducibilidad.

La temperatura ambiental provoca que dos efectos opuestos cambien el diametro promedio
de las nano bras: afecta la velocidad de evaporacion del disolvente y la viscosidad de la
solucion de pol mero o fundido. Las temperaturas ambientales mas altas dan como resultado
una mayor velocidad de evaporacion del solvente y la formacion de nano bras mas gruesas,
y viceversa. Las temperaturas mas bajas conducen a una mayor viscosidad y, por lo tanto,
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la formacion de nano bras mas delgadas. La temperatura tambien se relaciona con otro
parametro relevante que es, la humedad relativa (HR). Dependiendo de la naturaleza qu mica
del pol mero, la HR causa cambios en el diametro de las nano bras al controlar el proceso
de solidi cacion del chorro cargado. EI aumento de la humedad conduce a la formacion de

bras defectuosas para pol meros individuales y casi ningun electrohilado para las mezclas.
Este factor tambien posee un papel importante en la creacion de nano bras porosas, cuando
se utiliza un sistema solvente binario; en el caso de los pol meros hidrofobos disueltos en
solventes organicos, el agua actua como un no solvente y los valores mas altos de HR conducen
a la formacion de nano bras porosas. En el caso de los pol meros hidro los disueltos en
soluciones acuosas, la evaporacion rapida del disolvente que conduce a la solidi cacion de la
solucion antes de que salga de la hilera puede ocurrir a baja HR, lo que resulta en bras
mas gruesas. Esto se debe a que cuando la HR es mas alta el proceso de solidi cacion se
desacelera y el I quido en el chorro tiene mas tiempo para uir y estirarse bajo el campo
electrico aplicado[10, 66, 68].

Con guracion del sistema 2D-3D

Como se menciono mas temprano, la con guracion basica del Electrospinning solo crea lami-
nas de bras en dos dimensiones. EI camino que ha seguido esta tecnica para su adaptacion
al ambito 3D va, desde la colaboracion con la impresion 3D tradicional, donde el Electros-
pinning funciona como una mejora al experimento inicial, como por ejemplo, el desarrollo de
una membrana de hemodialisis con una estructura en relieve para aumentar su rendimiento
en cuanto a hemodialisis[69], un andamio esqueletico recubierto con nano bras para mejorar
sus propiedades mecanicas[70], aumentar signi cativamente la resistencia mecanica y pro-
porcionarle elasticidad a una matriz descelularizada de cart lago[71], entre otros; pasando
por la adaptacion de otros metodos de impresion 3D, como lo es el metodo de modelado
por deposicion fundida (FDM) adaptado con Electrospinning, con rodillo colector, para la
produccion rapida de nano bras con medicamento encapsulado[72], no obstante, ninguno de
estos estudios utilizo Electrospinning 3D como tal, dado que no se implemento el movimiento
tridimensional dentro del proceso per se. En la impresion 3D tradicional es la aguja la que se
mueve, lo que plantear a un problema en el Electrospinning dado que movimientos subitos
en la aguja conllevar an en alteraciones del chorro saliente de la aguja, lo que podr a llegar a
afectar otros de los muchos parametros de los que depende la tecnica, lo que conlleva a que
el movimiento se debe hacer directamente en la base, en la literatura revisada se encontraron
tres con guraciones distintas para el movimiento tridimensional en electrospinning, a pesar
de ellos, no es eletrospinning convencional, sino es un metodo llamado \escritura directa por
fusion de electrospinning™ (MEW por sus siglas en ingles), que a diferencia de la tecnica
tradicional utiliza distancias aguja-colector en el orden de mm en vez de cm, utiliza ujo de
aire y, requiere de una conveccion termica ya sea en el colector o en la aguja, al igual que su
movimiento como se muestra en la gura 2-3.
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Figura 2-3.: Esquematico de la Impresora 3D de escritura directa por fusion de Electros-
pinning: A. Con movimiento y temperatura en la aguja[3]; B. Con movimiento
en la base, temperatura en la aguja[4]; C. Con movimiento y temperatura en
la base[5].

Con esto, se evidencia la falta de estudios sobre Electrospinning 3D tradicional.

Como se ha podido observar, el electrospinning es un metodo altamente versatil y promete-
dor para el desarrollo de andamios nano brosos 3D con una gama de materiales mediante el
uso de la fuerza electrostatica. Para la ITO los andamios nano brosos se consideran cercanos
a los andamiajes ideales, debido a su similitud con las bras de colageno en el hueso, e imitan
la ECM osea nativa. Particularmente, caracter sticas relevantes como la super cie espec ca
con un area grande, alta porosidad y la interconectividad espacial de las nano bras electro-
hiladas, las hace muy adecuadas para el transporte de nutrientes, la comunicacion celular y
las respuestas celulares e cientes[34, 73, 63].

La mayor ventaja de la impresion EHD es la alta resolucion que ofrece en comparacion con los
otros metodos de bioimpresion. Se logro una resolucion a nanoescala de 100 nm utilizando
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este metodo. La impresion de enlaces biologicos de muy alta viscosidad (hasta 20 % p/v) es
posible con esta tecnica, que es otra ventaja unica de la impresion EHD. Ademas de esto, los
andamios fabricados por esta tecnica presentan una estructura integral alta, cualidad que
solo se hab a alcanzado con el metodo de impresion por extrusion[17].

Por otro lado, una limitacion importante de estas tecnolog as de impresion es la falta de
plena automatizacion en comparacion con los procesos de impresion 3D convencionales. Un
inconveniente adicional de la materia prima utilizada en las tecnolog as de impresion 3D, por
ejemplo, materiales utilizados en procesos de impresion 3D incluyendo plasticos, ceramicos
0 metales generalmente estan en forma solida antes o despues del proceso de impresion 3D
y son altamente estables. Por el contrario, los biomateriales que se usan en los procesos de
impresion mencionados se utilizan en forma de gel o sol-gel, que no se pueden con gurar
facilmente en alta resolucion y no se pueden mantener en una forma original impresa[58].



3. Metodologa

El desarrollo de este proyecto se dividbo en cuatro fases, cada una dandole cumplimiento a
los cuatro objetivos espec cos planteados.

3.1. Fase 1: Automatizar el sistema de impreson
electrohidrodiramico 3D (Eje XY)

3.1.1. Diseno de la base novil

Con el grupo de investigacon se extrapob el concepto del mecanismo de movimiento de
una impresora por extruson en los ejes XY de tal forma que sea el colector el que realice
el movimiento. Por medio del software CAD de modelado meanico en 2D y 3D, \Solid-
works"(desarrollado por SolidWorks Corp., una lial de Dassault Sysemes, S.A.) se realio
el disefo digital de la base deseada.

El diseno se llew acabo a partir del aralisis del funcionamiento de la ecnica de Elec-
trospinning. Para llevar acabo correctamente dicha tcnica se debe recordar que el campo
electromagretico debe mantenerse estable. Para que el campo magretico cumpla con esta
condicon entre la aguja y el colector no debe existir ninguin elemento con propiedades que
llegasen a causar alteraciones en dicho campo. Con esta necesidad presente se obtuvo dos
posibilidades para el mecanismo de movimiento:

= Desarrollar el mecanismo de tal forma que se mueva la aguja siguiendo el modelo de
impreson.

= Desarrollar el mecanismo de tal forma que se mueva el colector de acuerdo al disefo
de impreson.

El primer caso presenta un problema de suma importancia, si se mueve la aguja el chorro
saliente se vem afectado por las diferentes fuerzas que se crearan sobre el mismo, lo que hara
gue su comportamiento de deposicon fuese impredecible e incontrolable. En comparacon, la
segunda opcbn permite que el mecanismo se pueda desarrollar en una zona donde no afecte
el proceso de impresbn, como lo sera la zona debajo de la base colectora.
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3.1.2. Elaboracon del mecanismo

Se solicib el ensamble del mecanismo a una empresa asociada al grupo de investigacon. Pa-
ra ello se requiro un control nunmerico computarizado (CNC) controlado por Arduino, dos
motores bipolares NEMA 17 de 12 voltios, que cuentan con un giro de 1.8 grados por paso,
alimentados por una fuente de 10 amperios(A). Esta con guracon le permite, a los motores,
mover el peso de la base colectora. Se implementaron Tornillos CNC de 4 hilos y 8mm de
dametro, ensamblados con los motores usando un acople exible CNC de 5mm/8mm. Esta
distribucon permite que la velocidad sea constante y el movimiento uido. EI mecanismo de
plataforma obtenido hizo parte de los productos del grupo de investigacon del laboratorio
de Electrosppining & Electrospray.

Antes de poder ensamblar la plataforma se llewo acabo la con guracon de los motores
para garantizar que no fallaran durante el proceso, adenas de garantizar que funcionaran
correctamente con peso sobre ellos. Para esto, los motores se conectaron individualmente a la
\Shield CNC" para ajustar su velocidad, aceleracon, rumero de pasos por vuelta adecuados,
entre otros. Con los motores funcionando adecuadamente y utilizando las piezas seleccionadas
se ensambb la plataforma de acuerdo al diseno realizado previamente.

3.1.3. Programacon del control del mecanismo

Los motores paso paso se controlan a partir de un diseno digital, (en este caso elaborado en
\Aspire"), el cual es transmitido al GRBL (Firmware que va a controlar el mecanismo) del
Arduino, el cual establece la cantidad de pasos que deber dar cada motor para desplazarse
de un punto A a un punto B establecidos previamente. Para la comunicacon con el GRBL
se dispuso del terminal serial \Universal Gcode Sender"de @digo libre.

En la siguiente g. 4-4 se describe el camino seguido, junto con el grupo de investigacon
para la programacon del mecanismo de movimiento del colector.
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Figura 3-1 .: Diagrama de programacon del mecanismo
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3.2. Fase 2: Establecer pamametros y fabricar andamios
3D por Electrospinning

3.2.1. Equipo

Las andamios se desarrollaron en el equipo de electrospinning del laboratorio de Electrospray
y Electrospinning de la Universidad Nacional de Colombia, compuesto por una fuente de alto
voltaje de 0-30Kv (CZE1000R, Spellman), una bomba de infusbon (KDS 100), una jeringa
BD Emerald de 5 ml, una aguja (Upchurch Brand) y el colector novil XY desarrollado en
los pasos anteriores.

3.2.2. Preparacon de la solucon

Se prepararon dos soluciones, una solucon A: constituida por PCL al 10% P/V en una
mezcla 75:25 V/V de Cloroformo y Metanol. Y una solucon, utilizada previamente, B:
compuesta por PCL al 9% P/V en una mezcla 50:50 V/V de Cloroformo e Isopropanol[74].
Las soluciones resultantes se almacenaron a temperatura ambiente durante 48h y antes de
su uso se deben someter a un ultrasonido (Modelo ATM40-2LCD, ATU ULTRASONIC) con
una frecuencia de 50Hz por 60 minutos a 1Z para homogeneizarla.

3.2.3. Paametros de trabajo

Para establecer los paametros de operacon del equipo se llevaron acabo diferentes ensayos
preliminares variando el voltaje, el ujo de solucon y la distancia aguja-colector, mientras
paametros como la concentracon de la solucon del polmero y la corriente de trabajo se
mantuvieron constantes.

Los andamios fabricados se observaron a simple vista y las bras por microscopa electonica
con el n de veri car si sus caractersticas eran las ideales.

Manteniendo constantes los paametros mencionados, se trabap sobre los efectos de varia-
con del voltaje, ujo de solucon y distancia aguja-colector hasta que se obtuvieron las bras
deseadas.

De acuerdo a cada experimento se vard un paametro mientras los otros dos se mantuvieron
constantes, es decir, inicialmente solo fue modi cado el voltaje mientras la distancia aguja-
colector y el ujo se dejaron constantes. Desples de obtener mejores bras, se almacero el
valor de voltaje que mostio mejoras. Seguidamente se deja constante dicho valor de tenson,
al igual que el de la distancia aguja-colector para as variar el ujo de solucon. Como en
el caso anterior se conserva el valor del ujo que mejora las caractersticas de las bras.
Terceramente, con el valor de tensbn y ujo constantes, se procedo a variar la distancia
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aguja-colector hasta que se observaron mejoras en las caractersticas de las bras. Con estos
nuevos valores, se repite el proceso para re nar cada una de las variables hasta que las ca-
ractersticas de las bras seanoptimas.

A continuacon, en la tabla 3-1, se muestra un ejemplo de lo previamente explicado.

Experimento . , Distancia Mejoras en
Voltaje | Flujo .

# Aguja-Colector las bras
Valores iniciales 1 NA

1 No
Si
No
Si
No
Si
No
No
No
Si
No
Si
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=
o

=
[ERN

OO 0000 EmIE D EFRIRKREFE
v olZIZIZIZIZIZFR R

<| <[ <[ <| S| N| <] <] <|<|<| X

=
N

Tabla 3-1 .: Registro de valores de cada experimento, donde A, B, C, D, M. N, O, P, W, X,
Y, Z, son valores cualesquiera.

3.3. Fase 3: Diseno y fabricacon de andamios 3D por
Extruson

3.3.1. Equipo

Se utilio la impresora por extruson de la compana Ultimaker, \UItimaker S5 pro bund-

le". Esta cuenta con un cabezal de impreson de doble extrusbn con sistema de elevacon
autoratica de boquillas y rucleos de impreson intercambiables, alimentador de doble en-
granaje reforzado para admitir materiales compuestos, con una resolucon XYZ de 6.9, 6.9
y 2.5 micron (cuanto mas precisos sean los motores de paso de la impresora, mayor sea el
grado de precisbn y resolucon de cada impreson). En cuanto a la boquilla, los dametros de
boquilla mas pequenos permiten impresiones nmas detalladas y los dametros grandes reducen
el tiempo total de impreson.
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3.3.2. Diseno y fabricacon del andamio
Seleccon del material

Para realizar una comparacon con la impreson electrohidrodiramica se seleccioro tam-
ben como polmero la PCL, en forma de lamento. Espec camente se empleo el lamento
Facilan™ PCL 100% Policaprolactona. Este lamento cuenta con las siguientes carac-
tersticas:

= Densidad: 11g=cn?

» Fuerza de tenson: 45 MPa

Elongacon en el proceso: 15 %
Modulo de tenson: 350 MPa

Fuerza de exon: 18 MPa
Modulo de exon: 380 MPa

Temperatura de de exon ermica: 57°C

Modelado y parametrizacon

Utilizando el software SolidWorks (Corp., lial de Dassault Sysemes, S.A.) se llevaron acabo
pruebas iniciales para observar el comportamiento de la PCL en la impresora por extrusbn,
debido a que dicho comportamiento no se encuentra estandarizado, y as examinar el compor-
tamiento del material de acuerdo a los paametros de la impresora. Entre estos paametros
se encuentra la temperatura de fuson del material, temperatura de adherencia, velocidad
de impreson, resolucon de impreson, velocidad de enfriamiento del material, velocidad de
extruson del material, retraccon en los cambios de capa durante la impreson y tiempo de
enfriamiento entre capa y capa. Inicialmente se disena una gura con una geometra con
detalles pequenos para las pruebas.

Los paametros de referencia para la impreson son:

= Temperatura de la aguja: 130 170°C
= Temperatura colector: 30 45°C

= Velocidad de impreson: 20-40 mm/s

Se realio un modelo, y al mismo se le variaron las medidas, el modelo inicial contaba con unas
dimensiones de 8x9;8x3;6mm, la segunda verson conb con unas medidas de 8565x13mm,

a este se le agregaron unas Ineas extra al nal de cada bra para intentar mejorar el detalle
de nalizacon de punto de la impresora. Con el n de reducir el tamafo de los poros se
aumentaron la cantidad de \ lamentos tubulares"en la mismaarea de la segunda verson
del modelo original, esto se realin dos veces nmas, obteniendo tres versiones extra.
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3.4. Fase 4: Caracterizacon de los andamios obtenidos
por Electrospinning vs Extruson

3.4.1. Microscopa Electonica de Barrido (SEM)

Se estudp la morfologa de las bras por medio de la microscopa electonica de barrido de
alto vaco (SEM,; referencia), con un voltaje de trabajo de 10 kV y un aumento de 500X y
5000X para encontrar lasareas de intees.

Por medio del software de aralisis de imagenes, \Image J"(National Institutes of Health)
utilizando las microfotografas de 5000X, se obtuvo el dametro de la bras y el tamano de
los poros formados entre estas.

Para el caso de la porosidad, las inagenes SEM de las muestras fabricadas se transfor-
maron a imagenes binarias, seguidamente se implementaron 3 capas dadas por tres umbrales
diferentes. Estos umbrales estan dados en funcon de la desviacon esandar y media de los
valores de pxeles de la imagen en las ecuaciones: T1 = )/255,T2= /255y T3=

( - )/255,donde y son lamediay la desviacbn estndar, respectivamente, de la matriz
de la imagen a trabajar.[75]

T1= 555 (3-1)

T2 = — (3'2)

255 (3-3)



4. Resultados

4.1. Fase 1: Automatizacon del sistema

4.1.1. Diseno de la base novil

Figura 4-1 .: Modelo de la plataforma con movimiento en los ejes XY
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4.1.2. Elaboracon del mecanismo

Figura 4-2 .: Plataforma con movimiento en los ejes XY

Adiciones

Como se puede observar en los planos de la HeR los rieles quedan expuestos ante cualquier
posible bra que llegue a salir delarea del colector @rea rectangular). Los materiales como
la PCL, al solidi carse posteriormente de su deposicon sobre una super cie, se vuelven
difciles de retirar. Adicionalmente, al acumularse en un punto pueden llegar a formar grumos
u otras formas de acumulacon que podran llegar a interferir con el movimiento uido del
mecanismo de la base a trawes de los rieles, por lo que se requird una proteccon adicional para
evitar dicho problema. Adicionalmente, debe ser de un material sin propiedades ekctricas ni
magreticas para que no altere el campo producido por el proceso de Electrospinning, para
cumplir con dichos requerimientos se escogb un material no conductor, como lo es el acrlico.






