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Resumen

La ingenieria de Tejido Oseo esta orientada al desarrollo de materiales capaces de facili-
tar la regeneracién de un defecto de tamano critico causado por un trauma o enfermedad,

sin los inconvenientes que generan los tratamientos actuales.

Para lograr lo anterior; esta area multidisciplinaria se ha enfocado en disenar y sinte-
tizar andamios biocompatibles que logren imitar las caracteristicas del tejido nativo, en
cuanto a su estructura macroscopica y sus caracteristicas micro- y nanométricas, y asi
obtener andamios con propiedades adecuadas para el crecimiento celular y la posterior

regeneracion del tejido danado.

El acido poli ldctico (PLA) es un polimero sintético aprobado por la FDA que, por
sus caracteristicas mecanicas, su alto punto de fusiéon y su biocompatibilidad ha sido
ampliamente estudiado en aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, asi como aplicacio-
nes comerciales, industriales y ambientales. Este polimero ha sido usado en la sintesis
de andamios para la ingenieria de tejidos, una de estas técnicas de sintesis es el hilado
por propulsién de gas, que permite usar la solucién de este polimero a diferentes con-
centraciones para formar fibras de rangos micro- y nano-métricos que permitan imitar la
estructura de la matriz extracelular y que en combinacién con la técnica de impresion

3D pueda estimular la regeneracion de tejidos con caracteristicas y formas definidas.

En el presente estudio se sintetizé un andamio hibrido, tomando al PLA como el
polimero de eleccion y usando una combinacion de las técnicas de sintesis como el hilado
por propulsion de gas y la impresién 3D para obtener las mejores caracteristicas de
cada técnica y lograr sintetizar un andamio jerarquico con caracteristicas apropiadas
para guiar la regeneraciéon del tejido 6seo. Una vez obtenido el andamio, se caracterizo
la morfologia superficial, sus caracteristicas fisicoquimicas, mecéanicas, y posteriormente
se llevé a cabo la evaluacion biolégica con osteoblastos fetales humanos (hFOB). Los
resultados del presente estudio muestran que los andamios recubiertos tienen una mejor
adhesion y proliferacion celular y que las fibras nano y micro fibrilares sirven como una
plataforma para guiar el crecimiento celular, observando la importancia de la sintesis de
andamios jerarquicos que imiten la estructura del tejido y asi obtener substitutos que

puedan guiar la regeneracién del tejido éseo.

Con lo anterior se concluye que la combinacién de las técnicas de sintesis nos permitio

obtener un andamio tubular 3D con caracteristicas micro y macrométricas apropiadas,
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aprovechando las mejores propiedades de cada técnica de sintesis y asi se logré obtener
un andamio que a futuro podria ser usado como una alternativa de tratamiento para

defectos dseos.



Abstract

Bone tissue engineering is oriented to design biomaterials that could allow regulate
the regeneration process onto critical size defects injures caused by trauma or disease,

without the inconveniences of the standard of current treatments.

To achieve the above, bone tissue engineering has focused on designing and synthesizing
biocompatible scaffolds that could mimic the extracellular matrix (ECM) characteristics
of the native tissue, in terms of its macro-, micro- and nanometric structure with adequate

properties for cell growth and subsequent regeneration of the damaged tissue.

Polylactic acid (PLA) is a synthetic polymer approved by the FDA, due to its mecha-
nical characteristics, its high melting point and biocompatibility. PLA has been widely
studied in biomedical and pharmaceutical applications, as well as commercial, industrial
and environmental applications. This polymer has been used in the synthesis of scaffolds
in the tissue engineering field by several techniques. For example, air jet spinning allow
to use the solution of PLA polymer at different concentrations to form fibers at micro-
and nanometric ranges that allow to mimic the structure of the ECM and in combination
with other technological approach as 3D printing can stimulate the regeneration of tissue

with defined characteristics of geometry and shapes.

In the present study a hybrid scaffold was synthesized, taking PLA as the polymer
of choice and using a combination of synthesis as air jet spinning and 3D printing to
obtain the best characteristics of each technique and to design a hierarchical scaffold

with appropriate topographical characteristics to guide the bone tissue regeneration.

The design scaffold was characterized of its surface morphology, physicochemical, and
mechanical characteristics, as well its potential biological respond with human fetal os-
teoblast (hFOB).

Our results shows the additive manufacturing has been successfully used for the fabri-
cation of a 3D scaffold with a defined tubular shape scaffolds coated with submicrometric
fibers allow hFOB cells to adhere and proliferate better than uncoated 3D tubular scaf-
folds showing that the fibers work as a platform to improve cell biocompatibility (being
not toxic to cells) and provide support to colonization and cell growth by the osteoblast
cells. Moreover, the 3D tubular scaffold coated with fibers needs more studies as a biomi-

neralization process for it to have a potential future use in bone tissue engineering or for
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it to have an application in the vascularization process. In conclusion the combination of
AJS and printing technology allow us to obtain a 3D tubular scaffold with appropriate

characteristics to guide the bone tissue.



1 Introduccion

La Ingenieria de Tejidos también denominada medicina regenerativa, es la aplicacion
de principios y métodos de la ingenieria y las ciencias bioldgicas, para lograr entender
la relacién entre la estructura y funcion de los tejidos; y por medio esto desarrollar
sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién de los tejidos danados
o enfermos. La triada de la Ingenieria de Tejidos se compone de los andamios, las células
y los factores de crecimiento o moléculas de funcionalizacion. Todo esto con la finalidad
de poder disenar, obtener y caracterizar un andamio que se capaz de sustituir un tejido
danado o faltante, sin generar una respuesta inmune y/o sin las complicaciones que genera

la donacién de tejidos a través de aloinjertos o auto injertos.

El objetivo de desarrollar terapias basadas en células, capaces de inducir la regenera-
cién de un tejido con caracteristicas especificas y al mismo tiempo estimuladas por el
microambiente que las rodea, es evitar las complicaciones actuales de los tratamientos
como son la falta de donadores, morbilidad de la zona donante o una respuesta inmune

o rechazo.

Los andamios deben de facilitar la localizacién y distribucion de las células a sitios
especificos del cuerpo, mantener una arquitectura tridimensional que permita y guie la
formacion de nuevos tejidos con la funcion apropiada. Para lograr esto, los andamios
deben de cumplir diferentes caracteristicas como la de ser biocompatibles, no deben ser
toxicos, deben de tener propiedades fisicas y mecanicas optimas, ademas de las carac-

teristicas del tejido nativo desde su estructura nanométricas hasta la macrométrica.

Los andamios tridimensionales juegan un papel fundamental en la Ingenieria de Tejidos
al actuar como un alojamiento temporal para las células que se unen, crecen y secretan

su propia matriz, para eventualmente formar un sistema de tejido organizado.

Las células carecen de la capacidad de crecer en orientaciones 3D por si mismas, los
andamios tridimensionales pueden definir la forma anatémica del tejido y guiar el creci-

miento celular.

Ademas de una estructura tridimensional, una capa de recubrimiento adecuado mejo-
raria las propiedades del andamio, mejorando muchas funciones criticas, al proporcionar
una superficie nanométrica adecuada para la union, proliferacion y diferenciacion celular

al proporcionar una red abierta y porosa para una distribucién celular uniforme y un



adecuado trasporte de moléculas de senalizacién, nutrientes y desechos metabélicos.

En este proyecto, proponemos el diseno e implementacién de un sistema combinado
para el diseio de un material en 3D, el cual serd obtenido por medio de impresién y
diseno 3D y con el recubrimiento del andamio con la técnica de hilado por propulsion de
gas. Con esta técnica sera posible modular las propiedades morfoldogicas y funcionales del
dispositivo en relacion con la funcionalidad requerida para cada capa en términos de la
interaccién célula-material, permeabilidad, morfologia y respuesta mecanica del andamio.
El diseno de andamios tubulares de PLA en 3D podria imitar o ser un andlogo de las
unidades estructurales de la matriz extracelular del hueso y de las denominadas osteonas;
en la cual se agrupan capas laminares de MEC con lagunas conteniendo células éseas, ya

sean progenitoras; osteocitos u osteoblastos.

El diseno del estudio propuesto consistié en la optimizacion de los procesos de fabri-
cacion del conducto tubular éseo en 3D de PLA con una técnica combinada, su caracte-
rizacion estructural, mecanica y fisicoquimica, y la respuesta biolégica del andamio con

células de hueso.



2 Marco Tedrico

El esqueleto humano tiene la capacidad de combinar la ligereza de los huesos con su
dureza, esto es posible debido a que lo huesos poseen mecanismos celulares que permiten
detectar cargas mecanicas y estas son transformadas en senales biolégicas que a su vez
dirigen la formacién y resorcién dsea. La masa dsea y su estructura se ve afectada por
cargas mecanicas externas ejercidas durante la actividad fisica diaria y su modificacién se
logra mediante un proceso de estimulos mecanicos repetidos, debido a esto la adaptacién
y remodelacion 6sea son el resultado de un proceso celular de regulacion auto organizado

muy importante para mantener la homeostasis en el cuerpo. [1]

2.1. Tejido Oseo

El hueso es un tejido conectivo vascular complejo que presenta una estructura jerarqui-
ca, que conforma al esqueleto, que a su vez es el sistema de soporte estructural para los
vertebrados. Los huesos también sirven como reservorio de minerales inorganicos y man-
tienen el balance de calcio/fosfato en el cuerpo. Poseen un mecanismo que les permite
tener un crecimiento y remodelacion continua a lo largo de la vida y esto involucra dos
procesos muy importantes que son la resorcion y remodelacién ésea, que se deben de lle-
varse a cabo de manera simultdnea para mantener el equilibrio en el cuerpo. Cuenta con
mecanismos para crecer y cambiar de forma y tamano y asi poder adaptarse a diferentes

factores de estrés y resistir las fuerzas mecanicas.

Los componentes orgdnicos de la matriz dsea constituyen aproximadamente el 40 %
del peso total, esta constituida mayormente por colagena tipo I, que es sintetizada intra-
celularmente como tropocolageno y posteriormente exportada como fibrillas. La porcién
inorganica esta compuesta mayormente de sales de fosfato de calcio, presentes en for-
ma de hidroxiapatita, sin embargo, también contiene carbonato, fluoruro, fosfato acido,
magnesio y citrato, que componen aproximadamente el 60 % del peso total de la matriz
Osea, también estan presentes las células propias del hueso y el agua, las proporciones en
volumen de hidroxiapatita—colageno—células—agua y la fraccion en peso no son siempre

constantes. [2, 3]



4 2.1. Tejido Oseo

2.1.1. Estructura Macroscopica del Hueso

En términos generales el hueso puede clasificarse en cinco tipos: huesos largos, huesos
cortos, huesos planos, huesos de forma irregular y huesos sesamoideos. Estos huesos se
forman mediante diferentes mecanismos durante el desarrollo embrionario. Los huesos
largos tienen una formaciéon endocondral mientras que los huesos planos tienen una for-
macién intramembranosa, ambos tipos de hueso tienen en su parte externa una capa de
hueso densa y compacta a la que se le conoce como corteza o hueso cortical. Dentro de
esta corteza se encuentra la cavidad medular que contiene elementos hematopoyéticos,
grasa y espiculas de hueso. Las espiculas constituyen la parte trabecular del hueso que

se conoce como hueso esponjoso o trabeculado.

El hueso compacto o cortical se caracteriza por ser un hueso denso y calcificado que
forma el recubrimiento externo del hueso que rodea la cavidad medular. Este tipo de
hueso tiene pocos espacios y estd compuesto por agregaciones densas de hueso lamelar,
sin embargo, contiene canales de Havers y Volkman para su suministro vascular y esta

rodeado externa e internamente por el periostio y el endostio, respectivamente.

El hueso trabecular también llamado hueso esponjoso, esta conformado por espiculas
delgadas y entrecruzadas de hueso que estan separadas por espacios medulares y llenan
el interior de los huesos largos, la region metafisiaria y los extremos epifisiarios. Las
trabéculas forman una red en forma de placa que sirve como andamio para la cavidad
medular, permite aligerar los huesos y deja espacio para los vasos sanguineos y la medula,
las espiculas que forman las trabéculas estan constituidas a su vez por varias laminas de

tejido 6seo conformando asi una estructura jerarquica. [3]

El hueso también puede clasificarse de acuerdo con la disposicién de las fibras de

colagena en dos tipos: hueso entretejido o inmaduro y hueso laminar o maduro.

El hueso tejido estd conformado por fibras de colagena orientadas al azar, con un gran
nimero de osteoblastos y células osteoprogenitoras. Tiene una estructura desordenada
que contrasta con la homogeneidad del hueso laminar y también contiene més células por
unidad de area que el hueso maduro, es el principal tipo de hueso durante el desarrollo del
feto, aunque también hay areas de hueso inmaduro durante la edad adulta, sobre todo en
las areas que estan sufriendo algin tipo de remodelacion. Este tipo de hueso también se
encuentra presente en el alveolo dental en los adultos y en las zonas dénde los tendones

se insertan a los huesos, a excepcion de estas zonas.

El hueso laminar es la forma madura del hueso y se caracteriza por tener una disposicién

en lineas paralelas y fibras de colageno bien organizado, la taza de deposicion es lenta y
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siempre se forma sobre hueso preexistente. Su organizacién secundaria lo caracteriza, en la
corteza esta compuesto por laminillas que tienen un arreglo circunferencial parecido a un
tubo, esta disposicion tubular se conoce como osteona, la parte central del tubo se conoce
como Canal de Havers y contiene sangre, vasos linfaticos y nervios. Las osteonas juegan
un papel muy importante en las propiedades mecéanicas del hueso cortical permitiendo la

deformacién y evitando la fractura. [3, 4]

2.1.2. Estructura Microscépica del Hueso

Las células mas importantes en el tejido éseo son los osteoblastos, osteocitos y osteo-
clastos. Los osteoblastos son las células responsables de la formacion y mineralizacién
de hueso u osteogénesis, mientras que los osteoclastos se encargan de la reabsorcion. Los
osteoblastos y osteocitos son células que se diferencian de las células troncales mesenqui-

males, mientras que los osteoclastos se derivan de las células troncales hematopoyéticas.

2.1.3. Células de Hueso
Osteoblastos

Los osteoblastos se diferencian a partir de células troncales mesenquimales que tienen
la capacidad de dar lugar a diferentes tejidos y tipos celulares como son los osteoblastos,
condroblastos, fibroblastos, células musculares o adipocitos, dependiendo de la naturaleza

de los estimulos que reciban y del microambiente local.

Las células osteoprogenitoras pueden encontrarse en la capa interna del periostio, en
el revestimiento del endostio de la cavidad medular, en las osteonas o canales de Havers,
en los canales de Volkman y en el tejido perivascular del hueso. Los osteoblastos tienen
una forma cuboidal o columnar y generan lineas de aposicion dsea en los sitios activos de
formacion de hueso durante el desarrollo o en la reparacién de alguna fractura, también
son los responsables de la produccién de coldgena tipo 1y de los proteoglicanos (gluco-
saminoglicanos) que son los mayores componentes de la matriz dsea y matriz osteoide
y estan involucrados en la mineralizacién de la matriz mediante el almacenamiento y la
liberacion de calcio, fosfato y vesiculas. Los osteoblastos estan unidos mediante uniones
adherentes tipo desmosomas y encontramos a las cadherinas como las proteinas trans-
membranales que se integran a las uniones adherentes y se encargan de unir las células a

través de su citoesqueleto. [3]

Las caracteristicas fenotipicas de los osteoblastos dependen de su estado de diferen-
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ciacion, uno de los marcadores tempranos para evaluar su diferenciacién es la actividad
de la fosfatasa alcalina; ademaés de colageno tipo 1 y proteoglicanos; otros marcado-
res que se presentan de forma temporal durante el proceso de diferenciaciéon son pro-
teinas no colagénicas como la osteocalcina, osteopontina, osteonectina y sialopoteina
Osea. Los osteoblastos secretan una variedad de citocinas y factores estimuladores de
colonia (CSF), como la interleucina 6 y 11, factor estimulante de colonia granulocito-
macréfago (GM-CSF) y factor estimulante de colonia de macréfago (M-CSF). También
secretan numerosos factores de crecimiento entre los que encontramos el Factor de Creci-
miento Transformante Beta (TGFB), proteinas morfogénicas de hueso (BMPs), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFs) y factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFs). Los osteoblastos maduros poseen receptores para la hormona paratiroidea (PTH)
y 1,25-hidroxivitamina D, dos hormonas que juegan un rol importante en la regulacion

del metabolismo y la homeostasis del hueso. [3]

El estrés mecanico constante es esencial para el mantenimiento de la masa y fuerza
Osea, que se lleva a cabo mediante las funciones conjuntas de los osteoblastos, osteoci-
tos y osteoclastos. Sin embargo, los osteoblastos responden a los estimulos mecéanicos
mediante cambios en su tamano y en su forma, mientras que la diferenciacién de los
osteoblastos esta regulada también por numerosos factores incluyendo el factor de cre-
cimiento transformante 5 (TGF—{), proteina morfogénica de hueso (BMPs), factor de

crecimiento fibroblastico (FGFs) entre otros.

Los sistemas de cultivo celular de osteoblastos son ampliamente usados para evaluar
diferentes sistemas in vitro y en general pasan por 3 estados de diferenciacion, la prolife-
racion de las células, la produccion y maduracién; y la mineralizacion de la matriz. En la
fase de la proliferacién celular se presenta la expresion del ciclo celular y los genes, des-
pués se presenta la expresion de genes asociados con la formacion de la matriz 6sea como
la colagena tipo 1 y la fosfatasa alcalina y finalmente se presentan los genes asociados

con la mineralizacién de la matriz como son la osteocalcina y la sialoproteina 6sea. [3]

Osteocitos

En contraste con las células de superficie como son los osteoblastos, los osteocitos son
células que viven dentro de la sustancia del hueso, estas células constituyen el 90-95 % del
total de las células de hueso, se derivan de los osteoblastos y quedan atrapados y rodeados
por la matriz dsea que ellos mismos producen. Los espacios que ocupan se conocer como

lagunas y estan involucradas en la senalizacion celular y mantenimiento de la viabilidad
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de la matriz ésea. La forma de comunicacion entre osteocitos y osteoblastos es a través
de una red de canaliculos, los osteocitos adyacentes estan unidos mediante uniones gap y
de este modo se forma una red muy amplia para la comunicacién entre si y con las células
que estan fuera de la matriz dsea, también se cree que los osteocitos son importantes en
las transduccion de cargas mecénicas a eventos celulares como la formacién y remodela-
cion oOsea, otra de sus funciones es actuar como células mecanosensoriales, mediante su
cuerpo celular que estd rodeado por una delgada capa de matriz no mineralizada, que
permite el flujo del liquido intersticial sobre su superficie, la capacidad de su receptor
mecanosensorial se ha demostrado en estudios que examinan la facilitacién de la carga

en la difusién de macromoléculas.

Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas que generalmente contienen de 3-25 nticleos
por célula y a pesar de que los linajes de los osteoblastos y los osteoclastos son indepen-
dientes entre si, el origen de los osteoclastos requiere de la presencia de los osteoblastos
junto con una variedad de citoquinas hematopoyéticas como las interleucinas (IL) 1, 3,
6 y 11, factor de necrosis tumoral (TNF), factor estimulante de colonias (CSF), factor
de células madre y otros. Se requieren factores estimulantes de colonia para la prolifera-
cién y diferenciacion de células progenitoras de osteoclastos. Después de que se forma el
osteoclasto se requieren otras citoquinas para su activacién y resorcion ésea. La hormo-
na paratiroidea (PTH), 1,25 dihidroxivitamina D3, factor de crecimiento transformante
alfa (TGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF) actiian para estimular la osteo-
clastogénesis, mientras que la calcitonina inhibe su formacion. Los osteoclastos son las
células primarias de reabsorcién ésea y se encuentran en sitos donde la resorcion esta
tomando lugar o si ya se ha producido una resorciéon activa, se encuentran en cavidades
conocidas como “Lagunas de Howship” que también tienen la capacidad de hacer tuneles

a través del hueso cortical creando canales para su comunicacion.

2.1.4. Colagenas y Proteinas de Hueso

El tejido dseo contiene diferentes cantidades de coldgena, elastina, glucosaminoglica-
nos y proteoglicanos, de estos, la colagena es la mas abundante y su sintesis y funcion
han sido ampliamente estudiadas. Las coldgenas son una clase de proteina con carac-
teristicas comunes como lo es su estructura de triple hélice compuesta de cadenas alfa

polipeptidicas; sin embargo, existen varios subtipos (tipos I-XIII), cada uno es el resul-
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tado de diferentes genes y difieren entre si en su estructura bioquimica. La coldgena tipo

I, es la mas abundante en la mayoria de los tejidos conectivos.

El coldgeno tipo I es un tipo de colageno fibrilar y se encuentra en el hueso, la piel,
los meniscos, tendones, ligamentos y capsulas articulares, alrededor del 90 % de la matriz
Osea se compone de esta colagena y existen varios subtipos. La coldgena tipo I de hueso
se compone de galactosil-hidroxilisina, a diferencia de los aminoacidos encontrados en
la piel que son los glucosil-galatosil-hidroxilisina. La hidroxilacién y glucosilacién son
eventos postraduccionales que modifican la colagena y son especificas para el hueso, estas
modificaciones explican parte del porque la mineralizacién sélo ocurre en los huesos y no
en otras zonas del cuerpo. La estructura basica del colagena tipo I estd compuesta por
una repeticion de la secuencia tripeptidica que forma una hélice, esta hélice se encuentra

super enrollada, lo que le proporciona una enorme fuerza. [3, 4]

Las colagenas II, III, V y XI, también son coldgenas fibrilares. La colagena tipo II se
encuentra en la mayora de cartilagos articulares, fibrocartilago, en el humor vitreo del ojo
y en el nicleo pulposo de los discos intervertebrales. La colagena tipo III esta presente
en tejidos de reparacién, en vasos sanguineos grandes y en otros tejidos en asociacion
con el tipo I. La colagena tipo V estd presente en vasos sanguineos largos, cornea, hueso
y algunos otros tejidos conectivos mientras que el tipo XI esta presente unicamente en

cartilago articular.

La sintesis de colagena estd bajo el control de alrededor de 20 genes, la biosintesis del
coldgena, su secrecién y agregacion es un proceso complicado, las unidades fundamentales
de las fibrillas de colagena son tres cadenas de polipéptidos dispuestas en forma helicoidal,
estas cadenas se agregan en unidades de tres para formar tropocolagena, éste a su vez
se agrega de forma escalonada para formar una microfibrilla de colagena, las fibras se
componen de varias de estas microfibrillas. La estructura de la coldgena se estabiliza
mediante el entrecruzamiento y mediante su interaccion con proteoglicanos, el proceso de
entrecruzamiento es importante para la estabilizacion e integridad estructural; se da en
el espacio extracelular y se producen interacciones especificas entre el colageno y otras

macromoléculas extracelulares como la fibronectina, osteonectina y los proteoglicanos. [3]

2.1.5. Proteinas no colagénicas

Hasta ahora se conocen tres sialoproteinas 6seas o BSP, incluyen a la BSP I, BSP II y

la glicoproteina acida désea 75 o BAG-75.

La sialoproteina ésea o BSP, constituye aproximadamente el 12 % de las proteinas no
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colagénicas de hueso, se une principalmente al calcio e hidroxiapatita, las células y las
coldgenas. El gen para la sialoproteina de unién a integrina 6sea, IBSP se encuentra en
el cromosoma 4. El gen de aproximadamente 15kb incluye siete exones y el promotor
contiene motivos que determinan la regulacién del desarrollo y la expresion especifica del
tejido y su expresion génica es mas limitada que la de osteopontina. El gen IBSP esta
expresado por condrocitos hipertroficos en la placa de crecimiento, en un subconjunto de
osteoblastos al inicio de la mineralizaciéon de la matriz y en los osteoclastos. Fuera del
esqueleto, el IBSP se expresa en odontoblastos y cementoblastos dentales y en trofoblastos

de placenta. [5]

Otra proteina no colagénica de la matriz ésea es la glicoproteina adcida de hueso 75
o BAGT75, que es una glicoproteina dcida de 75kDa en tamafnio aparente que tiene un
elevado contenido de Asp/Glu (29 %), acido sidlico, y fosfato unido covalentemente. Los
estudios actuales indican que BAG-75 est4 restringido en su expresion para formar hueso
primario y dentina. El BAG-75 purificado muestra una fuerte tendencia a auto asociar-
se en complejos esféricos supramoleculares compuestos por microfibrillas de 10-12nm de
didmetro. Complejos electronegativos compuestos de BAG-75 pueden secuestrar cantida-
des milimolares de iones fosfato que estan disponibles para reacciones de nucleacién de
cristales, mientras que los complejos multiméricos de BAG-75 existen in vivo en sitios de
nueva formacién ésea primaria. También se expresa de forma temprana en modelos de

formacion de hueso intramembranoso in vivo.

La sialoproteina ésea se acumula dentro de las areas de la matriz enriquecida con
glicoproteina acida dsea 75 en una etapa posterior. Esta proteina se une a los pequenos
proteoglicanos 6seos y existe una reacciéon cruzada de anticuerpos con osteopontina en
algunas especies. La caracterizaciéon completa de esta proteina aun no se ha completado.
[5, 6]

La osteopontina se une al receptor de integrina en los osteoclastos, esta uniéon conduce a
la activacion de la ruta de la fosfolipasa C y resulta en un aumento intracelular del calcio.
La inmunolocalizacion de la osteopontina muestra que existen grandes cantidades en la
matriz extracelular y en el desarrollo de los huesos endocondrales e intramembranosos,
su localizacién dentro de las células incluye osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, células

precursoras, condrocitos y fibroblastos. [4]

Las fosfoproteinas tienen un rol importante en la formacion de calcio extracelular,
formacion y mineralizacién de hidroxiapatita, una de estas proteinas fosforiladas es la
osteonectina, que se une al Ca2+ al colageno tipo I, hidroxiapatita y trombospondina, y

asi inicia y promueve el crecimiento del cristal. [5]
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El gen de la osteonectina se ha localizado en el cromosoma 5 y se ha encontrado su
presencia en diversos tejidos, su concentracién es muy alta en el tejido 6seo, 10,000 veces
mas que en otros tejidos, por lo tanto, se considera a la osteonectina como la proteina no
colagénica més abundante en el hueso y que juega un papel importante en la adhesion,

migracién, proliferacion y diferenciacién celular.

La osteocalcina es secretada por los osteoblastos y odontoblastos en respuesta a la 1,25
dihidroxivitamina D, se secreta dentro de la matriz osteoide después de que se inicia la
mineralizacién y sirve como un marcador de aumento del recambio 6seo, en particular
de mayor actividad osteoblastica. Los niveles séricos de osteocalcina no siempre corres-
ponden con los niveles de fosfatasa alcalina sérica, sugiriendo que estos dos marcadores

pueden ser sintetizados por osteoblastos en diferentes etapas del desarrollo.

El papel de la osteocalcina en el cuerpo no esta claro, pero tiene una funcién en la
mineralizacién y remodelado éseo, también puede actuar como un quimioatrayente para
las células osteoclasticas progenitoras. Su secrecion esta bajo el control de muchos factores
incluyendo la vitamina D, TGF—3, PTH y otros. La osteocalcina al tener afinidad por
el Ca%* puede jugar un papel importante en la regulacién de crecimiento de cristales y
reclutamiento de osteoclastos, la literatura reporta que se requiere de su estimulo para la
maduracién mineral. Toda la estructura de la osteocalcina se ha determinado mediante

secuenciacién y el gen se localiza en el cromosoma 1 en humanos. [6]

2.1.6. Estructura Jerarquica

La estructura jerarquica del hueso en siete niveles de organizacién, son un esquema que
fue propuesto por Weiner y Wangner, este esquema se ha ido adaptando a lo largo del
tiempo y se ha observado que los niveles de organizacién I, I1, I1I, son comunes para todos
los tipos de hueso. El nivel I se compone de la fase mineral compuesta principalmente
por Hidroxiapatita (HA), coldgenas, proteinas no colagénicas (NCPs), proteoglicanos
(GSGs) y agua. El nivel IT consta de componentes estructurales, las moléculas de colageno
se organizan en fibras de 80-120nm de didmetro y comienza la mineralizacién de las
fibras. En el nivel III comienza el autoensamblaje de las fibras de colagena tipo I para la
formacién de matrices, los didmetros de estas matrices pueden variar entre menos de una
micra a varias micras. El nivel IV las matrices fibrilares se organizan en una variedad
de formas y patrones y las fibras de sharpey comienzan la mineralizacién. El nivel V
se considera una super estructura por la formacion del hueso fibrolamelar y lamelar, las

fibrillas de colageno tienen una disposicién unidireccional y un didmetro entre 1-3 micras.
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En el nivel VI estan presentes paquetes de fibras de coldgeno mineralizadas organizadas
capa por capa y de forma paralela que constituyen el hueso fibrolamelar, este tipo de hueso
esta compuesto por una seria de lamelas en una disposiciéon ordenada y sus canaliculos, el
grosor de cada lamela oscila entre 3-7 micras. En el nivel VII encontramos a las osteonas, y
se clasifican en primarias y secundarias, las osteonas secundarias o sistemas de Havers, son
estructuras rugosas y cilindricas con un didmetro de 100-200 micras con un canal central
de 30-40 micras de diametro. Los niveles VIII y IX constituyen el hueso completo, como
tejido y érgano, todos los huesos tienen una capa externa de hueso compacto, el hueso
trabecular puede llenar el volumen completo del hueso o estar presente sélo en algunas
zonas, estructuralmente tanto el hueso compacto como el trabecular estan compuestos de
laminas y una comparacién de las estructuras 3D hasta el nivel VI muestra tinicamente

diferencias sutiles. [7]

Las estructuras en espiral se reflejan en varios niveles jerarquicos del hueso laminar,
las moléculas de triple hélice de colageno y las fibrillas de colageno, las matrices fibrilares
dentro de las lamelas en una osteona, los canaliculos que tienen una conformacién tubular
en 3D y los canales de Havers a lo largo del hueso. Los niveles jerarquicos comienzan en
didmetros desde 1-3 micras y se conforman hasta llegar a la estructura en 3D. Un esquema
de la estructura jerarquica nos ayuda a definir la relacién entre la estructura y funcién
del hueso. [7] Ver Figura 1.

2.2. Ingenieria de Tejidos

El hueso es un tejido metabdlicamente activo capaz de adaptar su estructura a estimu-
los mecanicos y reparar el dano estructural a través del proceso de remodelacién dsea.
Es un tipo de material nanocompuesto muy complejo, que tiene la capacidad de propor-
cionar una gran rigidez y dureza para soportar cargas muy grandes y a su vez genera
senales fisicoquimicas y mecano quimicas para mantener la bioactividad de las células.
Sin embargo, en el caso de un dano o enfermedad grave como son la artritis, un trauma
o infeccion; el tejido dseo pierde su capacidad de auto- regeneracion, lo que genera una
necesidad de implantes o sustitutos dseos. Desde la primera definicién por Langer en
1993, la ingenieria de tejidos se ha enfocado en el uso de biomateriales artificiales para

la regeneracion de los tejidos danados o enfermos. [8]

La ingenieria de tejidos esta conformada por una triada que involucra las células, los
andamios y factores de crecimiento, a los andamios se les incorporan células para llevar

a cabo pruebas biolégicas in vitro y posteriormente ser evaluadas in vivo para guiar la
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Figura 1: Niveles de organizacién del tejido éseo.

regeneracién del tejido 6seo, durante los ultimos anos todos los esfuerzos se han enfocado
en el desarrollo de un andamio que imite el mecanismo natural de la regeneracién ésea.

Ver Figura 2.

Se han estudiado cuatro formas en las cuales los biomateriales influyen en la regenera-

cién dsea.

1. Un biomaterial con una composiciéon apropiada puede proporcionar una nutricién

continua al hueso para mejorar la mineralizacion.

2. Las propiedades nanométricas de los biomateriales pueden mediar los comporta-
mientos celulares como son la adhesién y proliferacién celular, asi como la osteoin-
tegracién, las nanoestructuras por si mismas tienen la capacidad de mejorar la

resistencia del hueso nuevo.

3. Los biomateriales deben presentar una arquitectura jerarquica que abarque una
estructura macro-, micro- y nano- porosa, que permita la permeabilidad celular, el

transporte de nutrientes y residuos, el crecimiento éseo y la vascularizacién.

4. El uso de nanoestructuras puede mejorar la forma en que se liberan los factores de

crecimiento y permitir que los andamios aceleren la formacién de hueso y vasos san-



2. Marco Teorico 13

guineos, la relacién interdependiente entre los materiales y las funciones bioldgicas
nos hace ver que es muy importante su diseno desde la perspectiva de su impacto

en el comportamiento biolégico en todos los niveles jerarquicos del hueso.
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Figura 2: Triada de la Bioingenieria de Tejidos.

Los andamios deben proporcionar apoyo estructural en el sitio del defecto en la etapa
inicial de la implantacién y asi la presencia de nanoestructuras en la composicién de
los andamios puede mejorar y guiar la regeneracion del hueso, el uso de nanoparticulas,
factores de crecimiento y farmacos permite que diferentes materiales puedan ser incor-
porados al andamio y mejoren sus propiedades, la topografia superficial de los andamios
también juega un papel muy importante porque tiene un impacto en la diferenciacién de

las células mediante la mecanotransduccién y la senalizacién intracelular. [8]

Mientras que las superficies nanométricas proveen una mayor area de superficie que
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promueve la adhesién celular y la afinidad de las proteinas, también los patrones de su-
perficie tienen un impacto en la diferenciacion celular y en la distribucién de las células
en el andamio. La estructura en 3D imita las condiciones reales en tamano y forma del
defecto, y se busca que genere el microentorno apropiado para el intercambio de nutrien-
tes, desecho de residuos, migracion celular, proliferacion, diferenciacion, angiogénesis y
vascularizacién. La macroporosidad interconectada con un diametro >100 pm es un pre-
requisito para el crecimiento 6seo, la migracion celular y el transporte de nutrientes, los
andamios con poros entre 200-300 um han favorecido la extensién y elongacién de las
células, por lo tanto; los andamios con estructuras macro, micro y nano pueden generar

un efecto sinérgico y mejorar su efecto en el tejido danado que se busca regenerar. [8]

La arquitectura jerarquica de un material tiene la capacidad de generar un microam-
biente adecuado para el desarrollo de las actividades celulares, esta arquitectura puede
ser obtenida mediante una o méas técnicas de sintesis a fin de crear microambientes que
permitan una adecuada composicién, estructura y funciones bioldgicas con capacidad

regenerativa para la obtencién de una regeneracion dsea in situ. [8]

2.2.1. Impresién 3D

A pesar de que el hueso tiene mecanismos para llevar a cabo una remodelaciéon dindmica
y la auto- reparacién de heridas, un defecto 6seo de tamano critico requiere intervenciones

externas o algunos tratamientos para reparar y regenerar el defecto. [9, 10]

Los autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos e injertos aloplasticos, son diferentes tipos de
injertos dseos; cada tipo de injerto tiene sus propias ventajas, desventajas y limitaciones.
Los injertos dseos sintéticos actuales carecen de propiedades osteogénicas y osteoconduc-
tivas, pero dentro de sus ventajas esta el control preciso de la composiciéon estructural y la
porosidad, la falta de trasmision de enfermedades y el hecho de que se evita la morbilidad
del sitio donante; debido a estas ventajas, en las tltimas dos décadas los estudios se han

centrado en el desarrollo de tejidos Gseos sintéticos. [10]

La ingenieria de tejidos ha surgido como una solucion prometedora para satisfacer la
creciente demanda de sustitutos de tejidos, una de las ramas de la ingenieria de tejidos de
vanguardia y muy prometedora es la impresién tridimensional (3D) de tejidos y érganos.
Usando una técnica de deposiciéon capa por capa, la impresién 3D se desarrolla para
posicionar los biomateriales y las biomoléculas de manera precisa en 3D que semeja la
matriz extracelular (ECM) de los tejidos. [10]

La impresién 3D se define como un método de manufactura aditiva para la fabricacion
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de estructuras 3D mediante la deposicion capa por capa de un material determinado. La
tecnologia 3D se desarrolla mediante el uso de impresoras 3D, materiales de impresion y
disenos con programas especificos para la aplicacion requerida. Fue descrita por primera
vez en 1984 y los grandes avances que se han tenido desde entonces en esta tecnologia y
su capacidad de crear complejas formas en 3D con una variedad de materiales y con una
distribucion espacial y arreglo jerarquicos la ha llevado a el aumento de su uso en el area

de los biomateriales. [9]

Se conocen més de 40 técnicas de impresién 3D, entre los que encontramos el modelado
por deposicién fundida (FDM), estereolitografia (SLA), sinterizacion selectiva por laser

(SLS), por inyeccién fotopolimérica (PPJ) y por inyeccién aglomerante en polvo (PBJ).

Por otro lado, la impresién 3D de microambientes celulares se han usado diversos
materiales como biotintas entre los que encontramos materiales naturales como gelatina,
alginato, coldgeno, fibrina, dcido hialurénico e hidroxiapatita, los biomateriales sintéticos
usados son el polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PCL), acido poli lactico (PLA),
acido poliglicélico (PGA), dcido poli lactico co-glicélico (PLGA) y biomateriales hibridos.
[10]

Debido a que la impresion 3D ha permitido el control de la forma, tamafio y distribucion
de poros interconectados, se han encontrado muchas aplicaciones en la construcciéon de
sustitutos de tejido éseo, los materiales mas utilizados son vidrios bioactivos, hidroxiapa-
tita (HA), brushita, monetita, fosfato tricalcico (f—TCP), fosfato tetracalcico (TTCP),
fosfato de calcio bifdsico (BCP), policaprolactona y dcido polildctico; el problema de la
falta de la osteoconductividad de los materiales se ha compensado con un diseno adecua-
do del andamio y con la adiciéon de factores de crecimiento y otras biomoléculas que en

conjunto generan un microambiente adecuando para el crecimiento celular. [10]

La impresion 3D ha permitido el desarrollo de sustitutos dseos funcionales, sin em-
bargo, todavia esta en desarrollo y enfrenta diversos desafios; entre los principales retos
encontramos la resistencia mecanica, la complejidad del diseno de las estructuras, la po-
rosidad y la falta de vascularizacién. Un andamio con una resistencia inadecuada podria
ser usado Unicamente en defectos que no estén sometidos a ningun tipo de carga; la
composicion quimica, el diseno estructural, las condiciones de sintesis y modificaciones
post procesamiento, son las condiciones que determinan las propiedades mecéanicas que
tendra el andamio. Muchos esfuerzos se han llevado a cabo para mejorar la resistencia
de los andamios 3D para hueso mediante modificaciones quimicas y estructurales del
material y optimizacion de los procesos de sintesis e impresién. Un andamio debe tener

una estructura porosa, el tamano de poro que se necesita para una adecuada adhesion y
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proliferacion celular esta entre los 100-150 pm, los poros mayores a 300 gm han mostrado
mejorar la formacion de hueso nuevo y la vascularizacion, pero a su vez estos rangos de
poro disminuyen la resistencia de los andamios, el volumen, la distribucién, geometria y
los pardametros de poro afectan la cinética de resistencia, el tiempo de degradacién del
andamio y la respuesta del tejido. La impresion 3D tiene la ventaja de poder modular
los pardametros de impresion y asi obtener andamios jerarquicos con macroporos en un
rango de 250 pum y microporos en un rango de 5-30 pm que permitan una resistencia a

la compresién similar a la de los huesos trabeculares. [10]

La sintesis o fabricacion de sustitutos éseos de forma anatomica y especifica para el
paciente, es uno de los mayores retos, debido a las grandes variaciones anatomicas y
los cambios en el tamano, forma y zona de los defectos dseos; la impresién 3D es un
método prometedor para lograr este objetivo, debido a que tiene el potencial de ser
combinado con técnicas de imagen médica y adquirir los datos anatémicos necesarios
para fabricar substitutos de hueso personalizado, ofrece un amplio control sobre las micro
y macro arquitecturas y permite creas estructuras complejas y jerdrquicas. [10] Estas
caracteristicas combinadas con otro tipo de técnica de recubrimiento que nos permite
obtener rangos nanométricos dentro de la misma estructura, es el enfoque que se busca

para poder generar andamios miméticos a la MEC y a la estructura del tejido dseo.

Por otra parte, esta reportado que se requiere un suministro de sangre abundante para
satisfacer las necesidades nutricionales de las células 6seas y la eliminacion de sus produc-
tos de desecho, por lo tanto; la funciéon exitosa de los sustitutos 6seos depende de que estos
permitan la formacion de redes vasculares a lo largo del constructo, la vascularizacion es
un factor determinante en la integracion de sustitutos 6seos dentro del defecto, muchos
estudios se han centrado en mejorar la vascularizacion de los sustitutos 6seos mediante
la liberacion de factores de crecimiento, co-cultivo, estimulacion mecénica, utilizacion de
materiales angiogénicos y mediante la fabricacién de constructos biomiméticos, estas han
sido las estrategias mas utilizadas para la regeneracion de substitutos éseos vasculariza-
dos.

Una de las dreas mas innovadoras en la impresién 3D son las biotintas, este enfoque
tiene como objetivo la impresion directa de andamios cargados de células. Las biotintas
son una mezcla de materiales biologicos, biomoléculas y células vivas que se imprimen con
base en el modelo disenado por la computadora; comparado con lo metodos tradicionales
de impresion, las biotintas permiten un mejor control sobre la distribucién celular dentro
del andamio, ademés de que permite la fabricacién de bloques de tejido y organoides,

facilitando asi la construccién de sustitutos de tejidos y érganos que puedan ser usados en
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aplicaciones clinicas, los principales inconvenientes de la bioimpresién son las elecciones
limitadas de biotintas y la posibilidad que existe de reducir la viabilidad de las células

durante el proceso de impresién. [10]

Entre los diferentes tipos de impresion 3D las técnicas mas usadas son la de fusién
capa por capa, inyeccién de tinta, micro extrusion y bioimpresion asistida por laser,
con estas técnicas se han hecho diversos esfuerzos por fabricar vasos sanguineos, tejidos
neuronales, higado, piel, cartilago y huesos. [10] Con el incremento en la esperanza de
vida de las poblaciones, ira en aumento la demanda de sustitutos 6seos, la impresién 3D
tiene el potencial de generar substitutos dseos especificos para los pacientes, a pesar de
que aun enfrentan diversos desafios en la fabricacion de sustitutos de hueso funcional, con
el avance en la resolucion de estos desafios los procesos de fabricacién podrian realizarse
a gran escala y hacer posible la producciéon en masa de sustitutos 6seos funcionales y

especificos para el paciente. [10]

2.2.2. Hilado por propulsion de gas

Los andamios hilados nanofibrilares han tomado importancia en el area de la ingenieria
de tejidos debido a que imitan la nanoestructura fibrilar de la matriz extracelular nativa.
Las células en su microambiente crecen en una matriz fibrilar compuesta en gran parte por
coldgena, que forma un extenso entrecruzado natural de nanofibras que van desde los 200
nm de diametro hasta varias micras, a pesar de que en los ultimos anos el electrospinning
ha sido el método més usado para sintetizar andamios fibrilares, también ha ido en
aumento el uso de gas comprimido para eyectar soluciones poliméricas por medio de
una diferencia de presién y asi obtener fibras con un proceso que se llama hilado por

propulsion de gas. [11]

Formhals patento la técnica de electrospinning en 1934, mientras que Norton patento
el primer dispositivo de soplado en 1936, mientras que Srinivasan encontré que el aerégra-
fo, comunmente utilizado para pintar, podia ser cargado con una solucién polimérica y

utilizarlo para “aerografia de fibras”. [11]

El uso de un aerdgrafo para la sintesis de andamios ha sido toda una revelacién ya que
es mas facil de usar y menos costoso de configurar que el electrospinning, ademas de que
un aerdgrafo también puede ser usado para “pintar” o recubrir una gama més amplia de

dispositivos y tiene la ventaja de poder usar una amplia gama de polimeros biomédicos.
[12]

La técnica de hilado por propulsién de gas se ha popularizado para la fabricacion
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de andamios debido a que puede usarse con diferentes objetivos como recubrimientos o
rellenos, ademas de que se pueden obtener empaquetamientos de fibras alineadas o desor-
denadas, mientras que con el electrospinnig se producen fibras individuales depositadas

de manera aleatoria. [12]

La técnica de hilado por propulsiéon de gas permite una alta tasa de produccion y
reproducibilidad; y su fundamento consiste en la eyeccién de una solucién polimérica
desde la punta del aerografo hasta la superficie colectora por medio de una alta presién
de gas (30-50 psi), el depdsito y solidificacién del material eyectado lleva a la formacién
de fibras en rangos que van de los nandémetros a los micrometros. A diferencia de la
técnica de electrospinning que se basa en las interacciones electrostaticas, las fuerzas
que estan presentes en la técnica de hilado por propulsion de gas son las diferencias de
presion y la interfaz que se genera entre el gas y la solucién. Se ha reportado que el hilado
por propulsién de gas es una técnica de sintesis segura, diez veces mas rapida que otras
técnicas de sintesis, también es cien veces més barato y capaz de eyectar micro y nano

fibras en un rango mas amplio de formas y tamanos que el electrospinning. [13]

La técnica de AJS permite tener fibras de tamano micro- y nanométrico, formando una
interfaz con el andamio con estructura 3D, ademas de que su alta taza de produccién
(5 mL/min) permite obtener un recubrimiento adecuado en un tiempo de sintesis corto
y de que el proceso es en un solo paso lo que permite que el solvente sea eliminado por

completo mediante el secado de las fibras en la superficie sintetizada. [14]

Los recubrimientos a base de polimeros se plantean como una alternativa de capa
adhesiva fuerte o fibras nano compuestas que formen una interfaz que mejore la respuesta
celular en conjunto con el andamio 3D, con el objetivo de mimetizar el tejido para guiar

la regeneracion del tejido éseo. [14]

En primer lugar, un recubrimiento de fibras micro y nanométricas beneficiard la ad-
hesion, proliferacién y diferenciacion celular, en segundo lugar, proporcionaria una red
abierta y porosa para una distribucion uniforme de las células durante el sembrado y para
la distribucién de moléculas de senalizacion solubles, nutrientes y desechos metabdlicos.
14

La Técnica de Hilado por propulsién de gas permite el recubrimiento de diferentes
estructuras con un arreglo fibrilar que puede servir de material de sacrificio en la degra-
dacién y sustitucion gradual de la matriz extracelular del tejido que se busca regenerar,
un recubrimiento fibrilar también permitira mejorar la migracion celular hacia el centro

del andamio, mejorando sus caracteristicas. [15] Ver Figura 3.
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Figura 3: Hilado por propulsién de Gas.

2.2.3. Andamios Biohibridos

Un enfoque importante en la ingenieria de tejidos es construir sustitutos de tejidos
funcionales con el objetivo de reparar los tejidos perdidos o danado, utilizando diversos
sistemas 3D como son los biorreactores, organoides o andamios en 3D que buscan imitar

el entorno celular in vitro.

Uno de los mayores desafios es proporcionar un adecuado suministro de oxigeno y

nutrientes a las células cultivadas en una estructura diseiada en tres dimensiones. [15]

Los andamios 3D juegan un papel importante en la ingenieria de tejidos al funcionar
como una matriz temporal donde las células pueden adherirse, proliferar y secretar su

propia matriz extracelular para que eventualmente se forme un tejido organizado.

Las células por si mismas carecen de la capacidad de crecer en orientaciones 3D, los
andamios porosos pueden ayudar a definir la forma anatémica del tejido y guiar las
células durante su crecimiento, para que este proceso se lleve a cabo es necesario que
las propiedades mecanicas y estructurales del andamio, asi como su arquitectura y la
resistencia a la compresion, sean adecuadas y se vuelven criticas. En la ingenieria de
tejidos los andamios deben poder imitar las caracteristicas del tejido nativo con el fin de

optimizar la respuesta celular. [16]
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Los andamios deben tener una resistencia mecénica adecuada para soportar la defor-
macién contra presiones pulsatiles y el estrés en un medio ambiente fisiologico in vivo,
mientras mantiene su forma y el microambiente adecuado para la formacién del tejido
nuevo, aunado a esto, existen varios tejidos en el cuerpo humano que poseen propiedades
de sistemas anisotropicos no lineales que pueden ser dificiles de replicar artificialmente,
estas propiedades pueden variar con la edad y el género; debido a esto se requiere de un

disefio y proceso de sintesis del andamio especifico para cada tejido y érgano.

Los métodos de sintesis que se han usado hasta la fecha para fabricar andamios porosos
que logren imitar el tejido nativo han tenido limitaciones en la arquitectura resultante y
se han obtenido estructuras que no cubren los parametros requeridos, en los iltimos anos
la ingenieria de tejido dseo se ha enfocado en sintetizar andamios reproducibles, con una
forma y geometria especifica del paciente, teniendo mayor control sobre las caracteristicas
de la estructura resultante. Al integrar dos técnicas de sintesis, la ingenieria de tejidos
busca disminuir las limitaciones y explotar las mejores caracteristicas que ofrece cada una
y asi obtener un andamio que logre mimetizar el tejido danado o perdido; las ventajas
serian flexibilidad en la forma, personalizacion, geometrias mas complejas y combinacién

de materiales para mejorar la resistencia y composicién. [16]

La impresién 3D es una técnica que ha empezado a usarse en el campo de la ingenieria
de tejidos para fabricar andamios biomiméticos, con disenos especificos y complejos,
que estan en los rangos de micrémetros y conforman una estructura macrométrica, las
impresiones 3D personalizadas se proyectan a futuro como una alternativa de tratamiento
para le regeneraciéon de tejidos como hueso, cartilago o vasos, etc., sin embargo, al igual
que otras técnicas, aun tiene algunas limitaciones en cuanto a la resolucion de impresion
y a su influencia estructural a nivel nanométrico. Para poder resolver estas limitaciones
se han combinado dos técnicas de sintesis para sacar el mejor provecho de cada una
de ellas y a la vez mejorar sus puntos débiles, como es el caso de la combinacién de la
estereolitografia y el electrospinnig para obtener una estructura porosa y complementarla
con fibras alineadas integradas , o la impresion 3D y el hilado por propulsién de gas, que
permiten obtener una estructura macrométrica con una deposiciéon capa por capa y un

recubrimiento con fibras adheridas en rangos nanométricos.

Usar dos tipos de técnicas de sintesis permite la combinacion de materiales naturales
y sintéticos, mejorar la composicién, biocompatibilidad y propiedades mecanicas, se ha
reportado que las fibras depositadas sobre otro andamio son capaces de mejorar la ad-
hesion y la proliferacién celular, ademas de que se ha observado que también dirigen el

crecimiento celular. [17]
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Se han llevado a cabo diferentes esfuerzos para poder obtener un andamio biomimético
capaz de remplazar las actuales opciones de tratamiento para defectos dseos que se busca
regenerar. La idea de combinar dos técnicas nace a partir de las limitaciones observadas
en cada una de ellas, la impresién 3D permite crear andamios microporosos en tres
dimensiones, en tamanos micro- y macrométricos, con una técnica de adhesion capa por
capa, obteniendo asi andamios mecanicamente estables, por otro lado, la técnica de hilado
por propulsion de gas es muy versatil y permite la sintesis de fibras en rangos micro- y
nano métricos con diferentes tipos de soluciones poliméricas donde las fibras pueden crear
un microambiente adecuado para las células y al mismo tiempo guiar el crecimiento y la
diferenciacion celular a lo largo de la fibra; a pesar de que cada técnica de sintesis tiene

muy buenas caracteristicas, cada una de ellas también tiene sus limitaciones. [17]

La literatura reporta una combinacion exitosa de impresion con biotintas y la técni-
ca de hilado por propulsién de gas, logrando asi mejorar las propiedades mecanicas y
la biocompatibilidad del andamio biohibrido, comparado con una técnica de impresion
convencional, los objetivos que se buscan al combinar dos técnicas de impresién son los
siguientes, el primero es evaluar la mejora que pueda tener un andamio con una estructu-
ra jerarquica que vaya desde lo macro hasta lo nanométricos y el segundo es examinar la
influencia que pueda tener en la capacidad de proliferacién y diferenciacién de las células

sin ninguin otro estimulo. [17]

En cuanto a los materiales de impresién existe una gran variedad de polimeros y
compositos que han sido usados para la sintesis de fibras hiladas ya que se ha visto su
capacidad para imitar la estructura innata de la matriz extracelular tanto en su estructura

como en su composicion.

El PLA es un polimero natural, bioreabsorbible, aprobado por la FDA para su uso en
diversos dispositivos médicos, tiene un tiempo de degradacién de 1-2 anos y sus carac-
teristicas mecanicas son similares a las del tejido 6seo, debido a esto se ha usado para

sintetizar andamios para este fin, con diferentes técnicas de impresién. [17]

Tomando en consideracion que la MEC del hueso no es solo una sustancia de soporte y
crecimiento para las células, sino es un sistema tridimensional dindmico donde las células
interaccionan con fibras en 3D que dan senales e instrucciones fisicoquimicas, mecano-
estructurales y biolégicas, en este proyecto, se propuso el diseno e implementacion de
un sistema 3D llamado ¢onducto tubular 6seo” que sera obtenido por la deposicion de
polimero fundido y depositado capa por capa por medio de una impresora 3D y poste-
riormente recubierto con fibras sintetizadas por le técnica de hilado por propulsion de

gas, para proveer al andamio de una arquitectura jerarquica que va desde los nanémetros
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con la deposiciéon de las fibra hasta la estructura macrométrica con el diseno e impresion
en 3D. Siguiendo un enfoque de abajo hacia arriba (bottom-up), seré posible modular las
propiedades morfolégicas y funcionales del dispositivo en relacién con la funcionalidad
requerida para cada capa en términos de la interaccién célula-material, permeabilidad,
morfologia y respuesta mecéanica del andamio. El disenio de andamios tubulares de PLA
de diferentes didmetros podria imitar o ser un analogo de las unidades estructurales del
hueso denominadas osteonas; en la cual se agrupan capas laminares de MEC con lagunas

conteniendo células dseas, ya sean progenitoras; osteocitos u osteoblastos.

Las principales motivaciones del presente proyecto de investigacion consistieron en la

construcciéon de un sistema de andamiaje a manera de capas tubulares compuestas por:

= Una capa interna capaz de promover los mecanismos de interaccion celular en vir-
tud de las propiedades especificas de la fibra (por ejemplo, tamano, composicién y
seniales bioactivas), que podrian dar respuestas celulares mejoradas a las de anda-

mios tradicionales.

= Una capa externa de la que dependeran las propiedades estructurales del disposi-
tivo que tendra la funcién de confinar espacialmente la conduccién del proceso de
regeneracion osea, asi como guiar la secuencia de eventos celulares a través de la
estimulacion de las senales bioquimicas ad hoc transmitidos por las propiedades fi-
sicoquimicas del andamio y de las caracteristicas morfologicas de las capas fibrilares

mas externas.

El estudio propuesto consistié en el disenio e impresiéon del andamio 3D en una pri-
mera fase y la optimizacion del recubrimiento de este mediante la técnica de hilado por
propulsion de gas para lograr conjuntar los procesos de fabricacién del conducto tubular

6seo en 3D de PLA, su caracterizacion estructural, mecanica y fisicoquimica.

Posteriormente; se llevd a cabo la caracterizacion de la respuesta biolégica en cultivos
celulares in vitro de los prototipos tubulares disenados para evaluar la biocompatibilidad
celular de los osteoblastos fetales humanos por medio de ensayos de adhesién celular,

viabilidad y proliferacion celular como parte de una segunda fase del proyecto.

Por tltimo, se analizaron los eventos moleculares y génicos de la biosintesis y remode-
lacién de la matriz extracelular depositada por las células del tejido en cuestion (hueso)
con la consecuente caracterizacion de las condiciones 6ptimas para el crecimiento del

tejido ex novo.



3 Justificacion

El aumento de la esperanza de vida de la poblacién, la actividad fisica y los accidentes y
patologias son algunas de las causas de pérdida de hueso en el cuerpo humano, ademas de
los defectos 6seos o fracturas relacionados con algun tipo de trauma. Todo esto aunado al
envejecimiento, las enfermedades y los tumores que requieren de la intervencién quirirgica
generan un problema debido a que los donadores y los trasplantes se vuelven escasos; lo

que acarrea severos problemas de salud y de dano a la integridad fisica del paciente.

Cada ano, més de 10 millones de personas sufren alguna fractura de huesos largos
incluidos los afectados por osteoporosis y cerca del 30 % de estas fracturas 6seas no llegan
a sanar adecuadamente debido a la oferta limitada de autoinjertos que son el estandar

de oro actualmente y los aloinjertos.

Debido a esto se requieren de terapias y/o estrategias alternativas que puedan reem-
plazar los tratamientos convencionales y que lleven a mejorar o acelerar la regeneracion

dsea.

Una nueva tendencia en la ingenieria de tejidos es el diseno de andamios que imiten
la estructura jerarquica del tejido a regenerar desde sus rangos nanométricos hasta su
estructura macrométrica, ademas de ser biocompatible, biodegradable y reproducible a

grandes escalas.

Por ello; en el campo de la regeneracién de tejido 6seo, se propone como una alternativa
de tratamiento el diseno de un andamio 3D a manera de tubo, que pueda optimizar la
regeneracién ésea y con ello guiar una respuesta concertada en el sitio danado por un

trauma o enfermedad.

Para lograr lo anterior; se propone una técnica combinada de impresién 3D y una
técnica de hilatura por propulsién de gas que es una técnica de bajo costo, rapida y con
la cual se pueden obtener fibras de diferente didmetro con diversos materiales sintéticos
y naturales con una estructura nanométrica que es capaza de manipularse para lograr
recubrir estructuras macrométricas en 3D y que logren imitar la estructura jerarquica del
hueso.18

Por lo que proponemos en este trabajo de investigacion la sintesis de andamios tubu-
lares de PLA como una alternativa terapéutica a los defectos de tejido 6seo. Se propone

el PLA considerando que es un polimero que presenta excelente biocompatibilidad y bio-
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degradabilidad, asi como porosidad suficiente para transporte de nutrientes y desechos
al ser sintetizado por la técnica de hilado. También presenta una gran capacidad para
poder ser moldeado en diferentes tamanos y formas con una alta porosidad estructurada

con rigidez sintonizable para promover una respuesta celular.



4 Hipodtesis

La fabricacion de conductos tubulares Biohibridos 3D de PLA, debe conducir a la
obtencion de materiales con propiedades fisicoquimicas y superficiales que permitan el

crecimiento guiado de los osteoblastos fetales humanos.

5 Objetivos

5.1. Objetivo General

Disenar conductos tubulares biohibridos 3D de PLA para guiar la regeneracion de

tejido Oseo.

5.2. Objetivos Especificos

1. Proponer una técnica combinada de impresién 3D, con hilatura por propulsion de

gas como herramienta para el diseno de conductos tubulares en tres dimensiones.

2. Sintetizar y fabricar los conductos tubulares por impresion 3D y realizar un recu-
brimiento de fibras hiladas de PLA.

3. Evaluar el efecto de la morfologia superficial de los conductos tubulares 3D de PLA

en la respuesta de biocompatibilidad de osteoblastos fetales humanos.

4. Correlacionar el papel regulador de los patrones de fibra (anisotropia, escala del
tamano, porosidad e interconexién) de los conductos tubulares hilados en 3D sobre

la respuesta celular de osteoblastos fetales humanos.
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6 Metodologia

6.1. Sintesis del conducto tubular en 3D

Para llevar a cabo el diseno del andamio se usé el programa Cura 3D Slicer software
4.3.0. Se disenaron dos grupos de tubos de diferente largo y didmetro, los tubos grandes
con un largo de 35 mm y 9 mm de didmetro; y tubos pequenos con un largo de 20 mm
y un diametro de 5 mm. Para imprimir los tubos se utilizé la impresora 3D Modular
MM1 (Makermex, Ledn) y un rollo de PLA F174. Posteriormente los dos grupos se

subdividieron en tubos sin recubrimiento y tubos recubiertos con fibras.

El recubrimiento se llevo a cabo por medio de la técnica de Hilado por propulsion de
gas (AJS) con una solucién de PLA al 7% (p/v). El sistema de hilado por propulsién
de gas se encuentra dentro de una camara Plexiglass para aislar el sistema de campos
externos y evitar cambios en las condiciones durante el proceso de hilado, que se llevo
a cabo con un aerégrafo de accién doble con copa superior y depésito de gravedad fijo.
El proceso de elaboracién del recubrimiento con fibras de PLA se llevé a cabo con una
solucién polimérica que se disolvié en cloroformo (CHCI3) bajo agitacion magnética a
30°C toda la noche y transcurrido este tiempo se le agregé acetona para obtener una
relacion 3:1. Para generar los conductos tubulares la solucién fue puesta en el aerdgrafo
con una aguja de diametro de 0.3 mm, con una presiéon de gas de 30 psi a una distancia

de 10 cm de la punta de la jeringa al tubo impreso de PLA. Ver Figura 4.

Figura 4: Diseno y Sintesis del conducto tubular en 3D.
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6.2. Caracterizacion de las propiedades de los Andamios Biohibri-
dos en 3D

Los andamios 3D fueron caracterizados por medio de microscopia electréonica de ba-
rrido (SEM), Difraccién de Rayos X (XRD), Espectroscopia Infrarroja (FTIR), anélisis
topogréficos y mecanico dindmicos, Calorimetria Diferencia de Barrido (DSC) y Termo-
gravimetria (TGA).

La morfologia y estructura del andamio tubular 3D fue observada mediante microscopia
de emision de campo (JEOL JSM-7600F FE-SEM). Las muestras fueron recubiertas con
la técnica de “sputteting” con 5 nm de una fina capa de oro (EMS 150R, Quorum,
EE. UU.) para analizar las superficies internas y externas. Se realizaron observaciones
especificas para analizar la interfase entre las nanofibras y el material del centro del
andamio. Las estructuras del andamio se determinaron mediante DRX empleando un
difractémetro Bruker AXS D8 FOCUS con radiaciéon Cu-Ka en el rango 260 entre 5° y
50°.

La estructura quimica de los andamios tubulares 3D fue analizada por FTIR empleando
el IRAffinity-1S (Shimadzu, Kyoto, Japdn) dentro del rango de 400-4,000 cm-1. Las
imdgenes topograficas se tomaron con un perfilémetro de contacto (Bruker Dektak XT,
EE. UU.). Se usé una punta de aguja de radio de 2 pum. El eje de barrido se tomé con una
fuerza aplicada de 4 mg, y la resolucién se ajusté a 0.033 pm / punto (correspondiente a
una velocidad de punta de aguja de 10 yum/s que cubre un drea total de 500x500 pm).
La imagen se construyé uniendo 500 escaneos con una separacion de 1 um. Los valores
de rugosidad se evaluaron utilizando toda el area medida para determinar la rugosidad

promedio (R,) y las depresiones maximas promedio (R,).

TGA y DSC evaluaron la respuesta térmica. TGA (TGA Q500, TA instrumentos,
Delaware, EE. UU.) se realizé con 4-6 mg de cada muestra, ejecutando una rampa de 25
°C a 1000 °C, con una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. Se calcularon el punto

de inicio (7p), los puntos de inflexién (7,) y el punto de pérdida de masa maxima (7,qy).

El DSC (DSC Q200, instrumentos TA, Delaware, EE. UU.) Se realiz6 con 2.5-3 mg de
cada muestra, con una rampa de 25 °C a 250 °C, con una velocidad de calentamiento de
10 °C/min. Se calcularon la temperatura de transicién vitrea (7}) y el punto de fusién
(T),). La T, se confirmé calculando el tan (4) con un andlisis mecanico dindmico (DMA)
de las muestras. El andlisis de DMA comenzé a 20 °C, y se utilizé una rampa de 3 °C/min

con un nivel de deformacién de 0.1% y una frecuencia angular de 6.28 rad/s.
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Ademas de esto, se llevaron a cabo pruebas de esfuerzo y de médulo de Young a
los tubos mediante un ensayo de compresién con una Maquina Universal para pruebas

mecanicas, Instron 1125, con sistema para su manejo por medio de ordenador, Versién
de la Series IX 8.30.00.

6.3. Cultivo Celular y Ensayos Biolégicos

Para evaluar el efecto de la estructura con impresién en 3D y los patrones de fibra (es
decir, la anisotropia y/o escala del tamanio de la fibra) que se han fabricado mediante
la técnica de hilado por propulsion de gas para formar el recubrimiento de los andamios
tubulares en 3D de PLA, se llevaron a cabo los ensayos biolégicos por medio de la

adhesion, proliferacion y diferenciacién celular de los cultivos 3D con células fetales de
osteoblasto humanos (ATCC linea hFOB 1.19).

6.3.1. Cultivo celular

La linea celular de osteoblastos hFOB 1.19; se mantuvieron en medio de cultivo D-MEM
suplementado con 10 % de suero fetal bovino y una solucién de antibidticos (penicilina
(100 UI/ml), estreptomicina (100 pug/ml) y fungisona (0.3 ug/ml). Los cultivos se man-
tuvieron a una temperatura de 37 °C a una atmésfera de 95 % de aire y 5% de CO2 en

un ambiente con 100 % de humedad que son las condiciones estdndares de cultivo.

6.3.2. Ensamblaje para fabricar tubos de tejido

Obtuvimos dos grupos de tubos sintetizados con la impresora 3D y recubiertos con
hilado por propulsién de gas. Para el diseno de los cultivos 3D con los tubos con didmetro
de 9 mm se necesité un molde con pozos anulares con un didmetro al poste central de 2
mm. Para generar el molde se preparé una solucién de 2% de agarosa disuelta en medio
de DMEM vy se sometio a autoclave por 30 min. Se colocé el molde en una superficie
plana y se llen6 de agarosa fundida. Posteriormente se permite que la agarosa solidifique
durante 15 minutos y a continuacién se obtuvieron los moldes de agarosa y se colocaron
en los pozos de una placa de cultivo de 12 pocillos. Para generar el cultivo 3D al llegar los
cultivos (hFOB) al 90 % de confluencia se tripsinizaron y se llevaron a un conteo celular
para sembrar en los conductos tubulares de PLA que se han colocado en el poste central

una concentracién de 5x 10¢ células/ml con un movimiento circular para aplicar las células
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a cada ensamblaje tubular. Cuidadosamente las placas se colocan en la incubadora para

permitir que se empiece el proceso de generar los cultivos 3D durante 24 horas.

Como cultivos control que permitiran monitorear que las células se han formado en

cultivos 3D se sembraron en los pocillos de agarosa sin presencia de los andamios tubulares
de PLA.

Una vez que se ha logrado el cultivo 3D se retiraron los conductos tubulares de
PLA /tejido del soporte de agarosa utilizando pinzas para deslizar los tubos fuera y se

mantuvieron en los medios de cultivo para iniciar los ensayos bioldgicos. Ver Figura 5.

Molde

Diametro Central

Aro de Celula

Figura 5: Ensamblaje de tubos 3D de 9x35 mm con hFOB.

Tubos 9x35

En el caso de los tubos con el didmetro menor de 5 mm, una vez recubiertos y es-
terilizados se colocaron sobre una cama de agarosa al 2% aun sin solidificar, los tubos
fueron colocados de forma vertical y una vez que la agarosa solidificd, se realiz6é un corte
alrededor de forma circular obteniendo asi los tubos montados. Posteriormente en los
conductos tubulares de PLA tanto en la parte interna como en la superficie del tubo se

sembré una concentracién de 5 x 10° células/ml. Cuidadosamente las placas se colocaron
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en la incubadora para permitir que se empezara el proceso de generar los cultivos 3D
durante 24 horas. Como cultivos control se mantuvieron los andamios tubulares de PLA
sin células. Una vez que se ha logrado el cultivo 3D, se mantuvieron en los medios de

cultivo para dar inicio a los ensayos biolégicos. Ver Figura 6.

Didmetro Central

Agarosa

' Ensamblado

Tubos 5x20

Figura 6: Ensamblaje de tubos 3D de 5x20 mm con hFOB.

6.3.3. Emnsayo de adhesién celular

Para determinar la influencia que presentan la anisotropia de los andamios tubulares
hilados en 3D de PLA sobre la adhesiéon de las células hFOB se utilizé el ensayo de
cristal violeta, tanto en los cultivos control como experimentales. Los andamios fueron
esterilizados con etanol al 70 % con antibiético durante 30 min y posteriormente se dejaron
secar durante toda la noche. Se sembraron células hFBO en 1x10* células/ml en andamios
tubulares 3D con y sin el recubrimiento de la capa de fibra colocados en placas de cultivo

de 24 pocillos y se dejo adherir en un cultivo celular estandar durante 4 y 24 h.
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Después del tiempo prescrito, los andamios tubulares 3D fueron enjuagado tres veces
empleando PBS para eliminar las células no adherentes. La evaluacién de la unién celular
se realizd segin un ensayo de cristal violeta, este método detecta las células que se
mantienen adheridas a la placa de cultivo debido a que el colorante se une a la cromatina

y al nicleo de las células. Las células no viables no muestran afinidad por el colorante.19

Las células adherentes se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se incubaron con So-
lucién de cristal violeta al 0.1 % durante 15 min. Luego, el colorante se extrajo con 0.1 %
de dodecil sulfato de sodio (SDS), de la solucién obtenida se tomaron 200 pl que se colo-
caron en una placa de 96 pozos y la absorcion éptica se cuantific por espectrofotometria
a 545 nm con un lector de placas (ChroMate, Awareness Technology). Los experimentos

se realizaron por triplicado, repitiéndose dos veces.

6.3.4. Emnsayo de proliferaciéon celular

El ensayo WST-1 verifico la viabilidad celular de las células hFOB en placas a una
concentraciéon de 1 x 10* células/ml por triplicado en andamios tubulares 3D con y sin
recubrimiento de capa de fibra durante 1, 3, 7, 14 y 21 dias de cultura. Este ensayo se basa
en la capacidad de la succinato-tetrazolio reductasa mitocondrial de las células vivas para
reducir una sal WST—1 [4—(3— (4—yodofenil)—2—(4—nitrofenil) —2H—5—tetrazolio)—1,
3—benceno disulfonato] para producir un producto colorante de formazan soluble en
agua que se genera a partir del metabolismo de las células activas, la accién de la enzima

deshidrogenasa genera una reduccion de los equivalentes del NADH y NADPH. [20, 21]

La concentracién del producto de formazan es directamente proporcional al nimero
de células metabdlicamente activas. Las células hFOB sembradas en un andamio tubular
3D en los tiempos prescritos se lavaron con PBS y se incubaron con 400 ul de medio de
cultivo fresco que contenia 40 ul del reactivo de proliferacién celular WST—1 durante 4
a 37 °C. Luego, se retiraron 200 ul del sobrenadante, y la absorbancia se cuantificé por
espectrofotometria a 450 nm con un lector de placas (ChroMate, Awareness Technology).
Durante el tiempo experimental, el medio de cultivo se intercambi6 cada dos dias con

medio nuevo.

6.3.5. Interaccién célula-material por MEB

La morfologia celular, el patréon de propagacion y la interaccion entre el material y

las células hFOB sembradas a 1 x 10* células/ml, en andamios tubulares 3D con y sin
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un recubrimiento de fibra se examinaron utilizando microscopia electronica de barrido
(SEM) después de 24 hrs de cultivo celular. Para el anélisis SEM, al final del tiempo de
cultivo de incubacion, los andamios tubulares 3D se lavaron tres veces con PBS, se fijaron
con glutaraldehido al 2% durante 1 hr, y luego se deshidrataron con una serie graduada
de etanol (25 — 100 %); finalmente, las muestras fueron sometidas a un punto critico de
secado. El punto critico aprovecha el hecho de que un fluido pasa imperceptiblemente
de liquido a gas sin limites visibles y sin fuerzas de distorsién, es decir que a cierta
temperatura y presion un fluido se comporta como dos fases, liquido y vapor estan en
equilibrio. Por eliminacién de tensiones superficiales en punto critico se evitan los cambios
superficiales de las estructuras bioldgicas durante la desecacién ofreciendo finalmente
el microscopio electréonico de barrido una imagen real de las mismas. Las muestras se

recubrieron con una capa delgada de oro-paladio y se examinaron mediante SEM.

6.3.6. Interaccién célula-material por fluorescencia

Las células hFOB sembradas a 1 x 10* células/ml en andamios tubulares 3D con y sin un
recubrimiento de fibras se examinaron usando microscopia de fluorescencia (AMSCOPE)
después de 24 hrs de cultivo celular. Para la microscopia de fluorescencia, antes de sembrar
en andamios tubulares 3D, las células de cultivo hFOB se incubaron con CellTracker™
Green CMFDA (diacetato de 5—clorometilfluoresceina) Dye C7025 (ThermoFisher) en
medio libre de rojo fenol a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, el cultivo celular se
lavé con PBS y se incubé durante 1 hora en medio completo. Después de la recuperacion,
las células hFOB se tripsinizaron y se contaron hasta la concentracion celular deseada
(1 x 10* células/ml) y se incubaron durante 24 hrs en andamios tubulares 3D y se evalu6

la propagacién celular y su interaccion con el material.

CellTracker™ Green es un colorante fluorescente que nos permite observar el movi-
miento de las células o su ubicacién, esta disenado para atravesar libremente las mem-
branas celulares donde se transforma en un producto fluorescente impermeabilizante de
membranas celulares, la calceina fue la enzima usada para determinar la viabilidad de las
células. El tinte de CMFDA se ha disenado para mostrar fluorescencia durante al menos
72 horas y presenta unas propiedades de seguimiento idéneas: es estable, no téxico en
concentraciones de trabajo, se conserva bien en las células y muestra un brillo fluorescen-
te con pH fisiol6gico, su espectro de excitacion/emisién verde (méximo de 492/517 nm)

y su baja citotoxicidad que no afecta a la viabilidad ni a la proliferacion.
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6.3.7. Analisis estadistico

Todos los datos cuantitativos fueron expresados como el promedio + error estandar
de la media. Los datos numéricos se analizaron mediante la prueba t de Student para

determinar las diferencias entre los grupos. La significacion estadistica se consideré en
p < 0.05.
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7.1. Sintesis del conducto tubular en 3D

Se obtuvieron dos grupos de tubos de diferente largo y didmetro, los tubos grandes
con un largo de 35 mm y 9 mm de diametro, los tubos pequenos con un largo de 20 mm
y un diametro de 5 mm. Posteriormente los dos grupos se subdividieron en tubos sin
recubrimiento y tubos recubiertos con fibras, el recubrimiento se llevé a cabo por medio
de la técnica AJS con una solucién de PLA al 7%. Quedando asi conformados nuestros

grupos de estudio. Ver Figura 7.

Tubo 9x35 Tubo Recubierto 9x35
Tubo 5x20 Tubo Recubierto 5x20

Figura 7: Tubos impresos en 3D con y son recubrimiento de fibras de PLA al 7%.
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7.2. Caracterizacion de los conductos tubulares hibridos en 3D

Los andamios en 3D fueron caracterizados por Microscopia Electronica de Barrido
(SEM), Calorimetria Diferencia de Barrido (DSC), Termogravimétria (TGA), Perfilome-
tria, Difraccion de Rayos X (RX), Espectroscopia Infrarroja (FTIR), Andlisis Mecédnico

Dinamico (DMA) y se llevaron a cabo pruebas de esfuerzo y médulo de Young.

7.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Los tubos de 35 mm de largo y 9 mm de diametro se subdividieron en dos grupos, el
tubo impreso en 3D y el tubo impreso con recubrimiento de fibras de PLA al 7% con la
técnica de hilado por propulsion de gas, de los dos grupos se obtuvieron microfotografias

y se observaron las diferencias. Ver Figura 8.
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Figura 8: Tubo de 9x35 mm. (a) y (b) Tubo 3D sin recubrimiento. (c¢) y (d) Tubo 3D
recubierto con fibras de PLA al 7%

En la Figura 8 podemos observar a diferentes amplificaciones, 100X,500X,1000X y
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2000X las caracteristicas de la topografia del andamio 3D con y sin fibras como recubri-
miento. Las lineas (a) y (b) corresponden al tubo sin recubrimiento. En la linea (a) se
observa la cara externa e interna del andamio impreso en 3D, y como la deposicion capa
por capa del polimero fundido se termina convirtiendo en una superficie homogénea. En
la linea (b) se observa la topografia que se obtiene de la técnica de deposicién capa por
capa y que estas capas antes de solidificarse se unen para formar una superficie continua

y estable.

Las lineas (c¢) y (d) corresponden al tubo 3D con recubrimiento de fibras de PLA al
7%. En la linea (c) se observa la superficie del andamio 3D con fibras depositadas sobre
su cara externa, las fibras se encuentran de forma desordenada y adheridas a la superficie,
formando una interfaz tubo 3D fibras. La linea (d) muestra el andamio con fibras en su
cara externa e interna, se observan fibras desordenadas y entrecruzadas que asemejan la
estructura fibrilar de la matriz extracelular y que al formar una interfaz con el andamio
3D le confieren una estructura jerarquica, que era uno de los objetivos de usar la técnica

combinada de impresion 3D—hilado por propulsiéon de gas.

En la Figura 9 se muestran los andamios 3D de 5x20 mm, los cuales se dividieron en
dos grupos de estudio, los andamios 3D sin recubrimiento y los andamios 3D recubiertos

con fibras de PLA con la técnica de hilado por propulsién de gas.

De igual forma, en la Figura 9 podemos observar a diferentes amplificaciones, 100X,
500X, 1000X y 2000X las caracteristicas de la topografia del andamio 3D con y sin fibras
como recubrimiento. Las lineas (a) y (b) corresponden al tubo 3D sin recubrimiento. En
la linea (a) se observa como la deposicién del polimero fundido forma un entramado y
que las capas depositas se unen para formar una superficie porosa con una estructura
escalonada. En la linea (b) se observé la estructura que tiene el andamio en su parte
interna que asemeja a la estructura que tienen las osteonas en el tejido éseo y los poros
de diferente tamano que se forman con la impresiéon 3D y que la deposicién de polimero
capa por capa se llevo a cabo de forma homogénea, este tubo al ser mas pequenio permite
una mayor superficie de contacto a las células y una mayor similitud a la topografia del

hueso en su escala micro y nanométrica.

Las lineas (c¢) y (d) corresponden al tubo 3D con recubrimiento. En la linea (c) se
observa el recubierto de fibras en la parte externa del tubo y una amplificacién de la
interfaz que se forma entre el andamio 3D y las fibras entrecruzadas y adheridas, que
dan lugar a una estructura y jerarquica que va desde los rangos de nanémetros hasta los
macrométricos. En la linea (d) se observa la interaccion e interfaz que se genera entre el

tubo 3D y las fibras depositadas sobre su superficie, el entrecruzado de las fibras y los
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Figura 9: Tubo de 5x20 mm. (a) y (b) Tubo 3D sin recubrimiento. (¢) y (d) Tubo 3D
recubierto con fibras de PLA al 7%

poros de diferente tamano que se generan y que asemejan la estructura fibrilar de la matriz
extracelular que esta conformada principalmente por fibras de coldgena entrecruzadas en
rangos micro y nanométricos; y se complementan con la estructura macrométrica del tubo
3D, logrando asi una similitud a la estructura del hueso, que va desde los nanémetros

hasta la estructura macrométrica.

La microscopia electronica de barrido nos proporcioné informacion acerca de las carac-
teristicas superficiales del material, ademas de que nos permitié ver las diferencias que se
generan en la estructura con la disminucién del tamano del tubo y asi como la interfaz
que se genera con las fibras. Concluyendo que los tubos de 5X20 mm muestran mejores

caracteristicas topograficas respecto a los tubos de 9x35 mm.
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7.2.2. Termogravimetria

La termogravimetria (TGA) es un analisis que mide la cinética de reaccién donde
la masa de la muestra se mide contra el tiempo y la temperatura, este andlisis permitié
determinar el onset point (1) que es la temperatura que da comienzo a la pérdida de peso,
el inflection point (T,) que es el punto més grande de pérdida de peso y la temperatura

méxima que soporta el polimero antes de descomponerse (T,4z)-

En la Figura 10 se muestran los andamios 3D de 9x35 mm, los cuales se dividieron en
dos grupos de estudio, los andamios 3D sin recubrimiento y los andamios 3D recubiertos

con fibras de PLA al 7%, el control siempre fue el filamento de PLA puro.
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Figura 10: Termogravimetria del Tubo 3D de 9x35 mm con y sin fibras de PLA al 7%.
Como control el filamento de PLA puro.

De igual forma, en la Figura 10 se senala las temperaturas donde inicia la pérdida de
peso (Ty) 320.52 °C para el filamento de PLA, 311.42 °C para el Tubo 3D de PLA y
397.74 °C para el Tubo 3D recubierto. La temperatura maxima que soporta el polimero
antes de ser degradado (T,4.) 355.31 °C para el filamento de PLA, 369.01 °C para el
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Tubo 3D de PLA y 394.09 °C para el Tubo 3D recubierto. La Figura también muestra
la temperatura en la que se llevé a cabo la mayor pérdida de peso (7},) 367.65 °C para
el filamento de PLA, 364.31 °C para el tubo 3D de PLA y 347.69 °C para el Tubo 3D
recubierto. Observando una menor resistencia en el inicio de la pérdida de peso en el
tubo 3D de PLA y un aumento en esa resistencia en el tubo impreso con el recubrimiento
de fibras. Esta situacién se invierte en las temperaturas de mayor pérdida de peso, que
fueron a menor temperatura en los tubos recubiertos y a mayor temperatura en los tubos
3D y este comportamiento se conserva para las temperaturas a las que el polimero el

degrado por completo.

Las fibras les confieren a los tubos mayor resistencia a las temperatura, por lo que su
pérdida de peso y su degradacion final requieran una temperatura mas alta respecto a la

del grupo sin recubrimiento y respecto al control.

En la Figura 11 se muestran los andamios 3D de 5x20 mm, los cuales se dividieron en
dos grupos de estudio, los andamios 3D sin recubrimiento y los andamios 3D recubiertos
con fibras de PLA, el control fue el filamento de PLA.

De igual forma, en la Figura 11 se senala las temperaturas donde inicia la pérdida de
peso (Tp) 327.71 °C para el filamento de PLA, 336.03 °C para el Tubo 3D de PLA y
325.27 °C para el Tubo 3D recubierto. La Figura también muestra la temperatura en la
que se llevé a cabo la mayor pérdida de peso (7},). 340.81 °C para el filamento de PLA,
361.28 °C para el tubo 3D de PLA y 357.49 °C para el Tubo 3D recubierto. Observando
que la temperatura de inicio de pérdida de peso es menor para el tubo recubierto y
mayor para el tubo 3D y este comportamiento es constante para la temperatura donde

se observa la mayor pérdida de peso del polimero.

En este grupo de tubos se necesité menor temperatura para iniciar la pérdida de peso
que en el grupo de tubos recubierto con fibras y se continuo con el mismo comportamiento
para la temperatura de mayor pérdida de peso, respecto al grupo sin fibras y acercdndose
mucho a las temperaturas del grupo control. Los cambios en el comportamiento del
polimero son minimos respecto al control y se les atribuye a las dimensiones mas pequenas
del andamio impreso y a su estructura porosa, lo que nos sugiere una mejor degradacion

de andamio impreso 3D con el recubrimiento de fibras de 5x20 mm.

7.2.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica termo analitica que nos

permite observar la temperatura a la que nuestro material sufre un cambio en sus pro-
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Figura 11: Termogravimetria del Tubo 3D de 5x20 mm con y sin fibras de PLA al 7%.
Como control el filamento de PLA puro.

piedades fisicas y mecanicas debido a los movimientos internos de las cadenas que lo
componen. Con esta técnica pudimos observar la temperatura de transicién vitrea (77)
que se presenta cuando se da una pseudo transicién termodinamica en materiales vitreos.

Y la temperatura de fusién (T5,) es en la que el polimero se funde por completo.

En la Figura 12 se muestran los andamios tubulares 3D de 9x35 mm, los cuales se
dividieron en dos grupos de estudio, los andamios 3D sin recubrimiento y los andamios
3D recubiertos con fibras de PLA, el control siempre fue el filamento de PLA. La Figura
12 nos muestra la temperatura de transicion vitrea (7,) del filamento de PLA 62.01 °C,
el tubo 3D de PLA 61.12 °C y para el tubo 3D recubierto 61.93 °C, y la Temperatura de
Fusién (7,,) para el filamento de PLA 169.40 °C, para el tubo 3D de PLA 164.83 °C y para
el tubo 3D de PLA recubierto 167.98 °C. Observando que las temperaturas de transicion
vitrea se mantienen constantes en los grupos experimentales respecto al control, mientras

que las temperaturas de fusiéon bajan en los grupos experimentales respecto al control.
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Concluyendo que los grupos experimentales necesitan una menor temperatura para
llegar a la fusion que el filamento de PLA puro, este comportamiento se atribuye a la

estructura del andamio impreso.
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Figura 12: Temperatura de transicion vitrea y temperatura de fusiéon del filamento de
PLA, el Tubo 3D de PLA y el Tubo 3D PLA recubierto de 9x35 mm.

En la Figura 13 se muestran los andamios tubulares 3D de 5x20 mm, los cuales se
dividieron en dos grupos de estudio, los andamios 3D sin recubrimiento y los andamios
3D recubiertos con fibras de PLA, el control siempre fue el filamento de PLA. La Figura
13 nos muestra la temperatura de transicion vitrea (7,) del filamento de PLA 57.62 °C,
el tubo 3D de PLA 61.45 °C y para el tubo 3D recubierto 62.28 °C, y la Temperatura
de Fusion (T,,) para el filamento de PLA 169.02 °C, para el tubo 3D de PLA 168.31
°C y para el tubo 3D de PLA recubierto 168.48 °C. Observando que la temperatura de
transicién vitrea es mas alta para el tubo 3D recubierto, mientras que observamos que

las temperaturas de fusién se mantienen constantes entre los grupos.

Concluimos que la pseudo transiciéon que se da a mayor temperatura en el Tubo de



7. Resultados 43

PLA recubierto se atribuye al recubrimiento de fibras que presenta el tubo.
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Figura 13: Temperatura de transicion vitrea y temperatura de fusion del filamento de
PLA, el Tubo 3D de PLA y el Tubo 3D PLA recubierto de 5x20 mm.

7.2.4. Perfilometria

La rugosidad de los andamios fue evaluada por la técnica de perfilometria, obteniendo
asi los promedios de rugosidad. En la Figura 14 se muestran los andamios 3D de 5x20 mm,
los cuales se dividieron en dos grupos de estudio, los tubos 3D de PLA sin recubrimiento
y los tubos 3D recubiertos con fibras de PLA.

La Figura 14 en su parte (a), muestra le imagen del tubo sin recubrimiento y la (b)
el tubo recubierto. El valor de la rugosidad media (R,) del tubo 3D de PLA es de 0.049
pm y para el tubo 3D recubierto el valor de rugosidad es de 0.586 pum. Los andamios con

fibras tienen un valor de rugosidad mas alto.

En la Figura 15 se muestran los andamios 3D de 9x35 mm, los cuales se dividieron en
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dos grupos de estudio, los tubos 3D de PLA sin recubrimiento y los tubos 3D recubiertos

con fibras.

La Figura 15 en su parte (a), muestra le imagen del tubo sin recubrimiento y la (b) el
tubo recubierto. El valor de la rugosidad media (R,) del tubo 3D de PLA es de 0.028 um
y para el tubo 3D recubierto el valor de rugosidad es de 0.2 um. Los andamios con fibras

tienen un valor de rugosidad mas alto pero el grupo de tubos de 9x35 mm muestra una

rugosidad menor comparado con el tubo de 5x20 mm.

Figura 14: Perfilometria. (a) corresponde a la superficie de los tubos 3D sin fibras y (b)
corresponde a la superficie del Tubo 3D recubierto con fibras del PLA.

{pm) 12 [}

Figura 15: Perfilometria. (a) corresponde a la superficie de los tubos 3D sin fibras y (b)
corresponde a la superficie del Tubo 3D recubierto con fibras del PLA.

El grupo de tubos de 5x20 mm tienen el valor de rugosidad mas alto respecto a los

tubos de 9x35 mm, esto se les atribuy¢ a las dimensiones mas pequenas y al diseno, lo que
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puede representar una caracteristica positiva en las evaluaciones a nivel de la respuesta

celular de estas superficies.

7.2.5. Anaélisis Mecdnico Dindamico (DMA)

Los analisis del DMA respaldan los resultados obtenidos por las técnicas termogra-
vimétricas. El Filamento de PLA mostré una tan () de 70.4 °C, mientras que el andamio
tubular 3D y el andamio 3D recubierto con fibras, muestran un incremento a una tan ()
de 76 °C. El comportamiento térmico de los materiales analizados es consistente con lo
que esta reportado en la literatura respecto a que los pardametros de sintesis no generan
cambios térmicos significativos en el material posterior a las sintesis de los andamios. Ver

Figura 16.
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Figura 16: Anélisis Mecanico Dindmico (DMA). Se tomé como control el Filamento de
PLA, comparando el Tubo 3D PLA y el Tubo PLA.
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7.2.6. Difraccién de Rayos X (RX)

La comparacion de la estructura Cristalina del Filamento de PLA respecto al andamio
tubular con y sin fibras se llevé a cabo por medio de la difraccion de rayos X. Los difracto-
gramas mostraron que ambos andamios tubulares 3D con y sin recubrimiento tienen una
senal con el mismo valor de una banda ancha que corresponde a la caracteristica de un
pico amorfo, y que es significativamente méas alta comparado con el del filamento de PLA
que es de menos intensidad. Estos resultados concuerdan con la literatura que reporta el
estado amorfo del PLA y que este sufre algunas variaciones en su estructura dependien-

do del entrecruzamiento del polimero, los dopantes o los pardmetros de impresién. Ver

Figura 17.
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Figura 17: Difraccién de Rayos X. Se tomé como control el Filamento de PLA, compa-
rando el Tubo 3D PLA y el Tubo PLA Recubierto.
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7.2.7. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

Para poder interpretar y determinar los grupos funcionales que componen el filamen-
to de PLA y los grupos experimentales de 5x20 mm y 9x35 mm se llevé a cabo la
espectroscopia infrarroja. Para poder comparar los andamios impresos, se usaron como
controles el filamento de PLA puro y las fibras de PLA al 7% sintetizadas por hilado por
propulsién de gas. El pico que se observé a 2922cm™! es la vibracién de estiramiento de

! son los que corresponden a la vibra-

C—. Los picos que se observaron a 758 y 873cm™
cién por flexién de —C'H. Los picos a 1043 y 1182 cm ™! corresponden a la vibracién por
estiramiento de C' — O. El pico en 1450 cm—1 corresponde a la vibracion por flexién de
—CH3 y el pico de 1751 cm™! corresponde a la vibracién por estiramiento del C' = O en

el grupo éster.

Se observé una ligera diferencia entre todos los espectros infrarrojos obtenidos de
los grupos y los resultados coinciden con los reportados en la literatura respecto a las
caracteristicas estructurales de las muestras respecto al filamento, antes y después de
la extrusién del filamento y también analizar la presencia de algtiin residuo de solvente

presente en los andamios impresos. Ver Figura 18.

7.2.8. Analisis Mecanicos

Las pruebas mecdanicas se llevaron a cabo con una maquina universal para pruebas
mecanicas, Instron 1125 con sistema para su manejo por medio de ordenador. Mediante
la evaluacién de las curvas de esfuerzo y deformacién se determiné que el polimero tenia el
comportamiento de un elastémero en esta curva, lo que le confiere una mayor capacidad
de deformacién. En cuanto a la prueba de respuesta a la tracciéon se comporta como un

polimero semicristalino, lo que coincide con las pruebas realizadas en difraccion de rayos
X.

Este comportamiento indica que las cadenas del polimero estdn entrecruzadas y amor-
fas, lo que le permite tener una deformacion reversible y le da una mayor resistencia a la
fractura. Se compararon los dos grupos experimentales y no se encontraron diferencias

significativas entre ellos. Ver Figura 19.
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Se dio por concluida la fase de caracterizacién del material obteniendo resultados po-
sitivos en cuanto a las técnicas de sintesis, encontrando que no generaban un cambio sig-
nificativo en las propiedades estructurales, fisicas y quimicas de los andamios obtenidos.
Existen diferencias en cuanto a dimensiones y estructura en nuestros grupos experimen-
tales y se realizaron los ensayos biologicos para determinar si estas diferencias generaban
una respuesta favorable a nivel celular, la modificaban o la mejoraban, para lo que se

llevaron a cabo diversos ensayos que se presentan a continuacion.

7.3. Ensayos Biolégicos

Se realizaron los ensayos biologicos de adhesion y proliferacién celular para los dos

grupos. Los tubos de 9x35 mm y los de 5x20 mm.

7.3.1. Emnsayo de Adhesién y Proliferacion Celular

En la Figura 20 encontramos las graficas de adhesion celular con el ensayo de cristal
violeta para los tubos de 9x35 mm las 4 y 24 horas posteriores al cultivo con hFOB,
con diferencias significativas entre el control y el tubo 3D de PLA respecto al Tubo 3D
recubierto con fibras de PLA al 7% a los dos tiempos de evaluacién. En estas dimensiones
el recubrimiento de fibras de PLA genera una diferencia significativa con una p < 0.05
en la adhesién de las células al andamio recubierto al darles una mayor superficie de

contacto y una mejor red para intercambio de senales y desecho de residuos.

En la Figura 21 se muestra la grafica de proliferacion celular con el ensayo de MTT para
los tubos de 9x35 mm a los 3, 5, 7, y 9 dias posteriores al cultivo con las células hFOB.
Las lecturas en los dias 3 y 5 de cultivo celular no mostraron una diferencia significativa
p < 0.05 entre los grupos experimentales respecto al control. Al dia 7 posterior al cultivo
encontramos diferencias significativas p < 0.05 entre los grupos experimentales respecto
al control y también entre los dos grupos experimentales, teniendo mejores resultados en
el tubo recubierto con fibras. Al dia 9 del experimento se mantuvo este comportamiento,
aumentando la diferencia entre los experimentales y el control y entre los dos grupos
experimentales, manteniendo el mejor comportamiento el Tubo 3D recubierto con fibras.
Este comportamiento se atribuye a que en las dimensiones de 9x35 mm las fibras al
generar una interfaz entre el tubo y las fibras permiten una mejor adhesion y que estas
células puedan seguir con su ciclo celular con las senales adecuadas para la proliferacién

sobre la superficie del andamio.
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Figura 20: Ensayo de Adhesion celular a las 4 y 24 h posteriores al cultivo con hFOB.
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Figura 21: Ensayo de proliferaciéon celular a los 3, 5, 7 y 9 dias posteriores al cultivo con

hFOB.
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En la Figura 22 encontramos las gréficas de adhesion celular con el ensayo de cristal
violeta para los tubos de 5x20 mm a las 4 y 24 horas posteriores al cultivo con hFOB,
con diferencias significativas entre el control y los dos grupos experimentales con una
p < 0.05 y este comportamiento se mantuvo en los dos tiempos de evaluacién. Los dos
grupos experimentales al tener una menor dimensién y una estructura concéntrica que
forma poros permite una adecuada adhesion celular y las fibras si mejoran esta adhesion
en los tubos, pero no es lo suficientemente grande para generar una diferencia significativa
entre los grupos. Este comportamiento de las células nos hace concluir que la estructura
del andamio juega un papel fundamental en la adhesién de las células sobre la superficie
del andamio sobre el cual son sembradas, sin embargo, estas caracteristicas pueden ser

mejoradas con una técnica hibrida de sintesis.

En la Figura 23 se muestra la grafica de proliferacion celular con el ensayo de WST-1
para los tubos de 5x20 mm a los 1, 3, 5, 7, 14, y 21 dias posteriores al cultivo con
hFOB. En todas las lecturas de los tiempos experimentales se encontraron diferencias
significativas p < 0.05 entre los grupos experimentales respecto al control. A los dias 1
y 3 posteriores al cultivo encontramos diferencias significativas p < 0.05 entre los grupos
experimentales con y sin fibras, sin embargo, esas diferencias desaparecen a los dias
7, 14, y 21, manteniendo el mismo crecimiento celular los dos grupos experimentales.
Se atribuye este comportamiento de crecimiento celular a la estructura y dimensiones
del andamio, que a pesar de no estar recubierto proporciona una bueno superficie de
contacto y un microambiente poroso que permite el crecimiento celular al igual que los

tubos recubiertos por lo que no se encuentran diferencias entre los grupos.

7.3.2. Interaccién Célula—Material por Microscopia Electronica de Barrido

Después de evaluar las caracteristicas morfolégicas, fisicoquimicas, estructurales y
bioldgicas de los andamios, se evalué como se adhieren, se comportan e interactian las
células sobre el material con microfotografias de SEM y analisis por fluorescencia, para

lo cual se llevd a cabo un cultivo celular con hFOB a las 24 horas.

En la Figura 24 se observan los andamios tubulares 3D sin fibras a diferentes ampli-
ficaciones, donde se pueden observar células aisladas y cimulos de células adheridas a
las capas del polimero que componen el andamio. Esto muestra que el polimero no es
citotoxico para la célula y que la estructura de la superficie le permite adherirse y em-
pezar a presentar sus extensiones citoplasmaticas como son los lamelipodios. La parte

concava interna del tubo permite el cumulo de células y la parte externa permite que la
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Figura 22: Ensayo de Adhesion celular a las 4 y 24 h posteriores al cultivo con hFOB.
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Figura 23: Ensayo de proliferacion celular a los 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias posteriores al
cultivo con hFOB.
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topografia en 3D brinde a las células una superficie adecuada para comenzar a migrar y

proliferar.

En la Figura 25 se observan los andamios tubulares recubiertos con fibras, 24 horas
posteriores al cultivo de hFOB. Las células estan adheridas a la superficie interna y
céncava del andamio y la superficie externa que esta recubierta por fibras se encuentra
totalmente cubierta por células adheridas a la superficie de las fibras y las prolongacio-
nes citoplasmaticas de las células, se observan como lamelipodios interaccionando con
las células vecinas. Ni el material impreso en 3D ni las nanofibras son citotoxicas pa-
ra las células, permiten su crecimiento y la morfologia hexagonal caracteristica de los

osteoblastos esta presente.

Esto sugiere que la nanotopografia tiene in impacto positivo a nivel celular al crear
un microambiente jerarquico adecuado para la adhesion, proliferacion y diferenciacién

celular que asemeja la estructura de la matriz extracelular nativa.

Las células muestran afinidad por el andamio y una morfologia y crecimiento adecua-
do para poder proponer un andamio hibrido como la mejor técnica para la sintesis de

andamios encaminado a guiar la regeneracion del tejido 6seo.

Figura 24: MEB a las 24 horas posteriores al cultivo de hFOB sobre los tubos 3D sin
recubrimiento de fibras.
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15k BB,

Figura 25: MEB a las 24 horas posteriores al cultivo de hFOB sobre los tubos 3D con
recubrimiento de fibras de PLA al 7 %.

7.3.3. Interaccion Célula—Material por Microscopia de Fluorescencia

La técnica de fluorescencia por cell-tracker permite evaluar no solamente la distribucién
de las células sobre el andamio sino también la viabilidad, debié a que este kit tiene
afinidad por los lipidos, la tincion se llevara a cabo solamente en una membrana celular

intacta que es lo que caracteriza a una célula viable.

En la Figura 26 observamos la presencia y viabilidad de las células a las 24 horas
posteriores al cultivo con hFOB, que permiten identificar la posicion de las células en la
superficie del andamio y su morfologia sobre las capas del andamio y en la interfaz que
se genera entre capa y capa. Ademas de que se comprobo que el andamio no es citotoxico
y permite un adecuado crecimiento celular, también se observd que la deposicién capa
por capa del polimero permite que las células crezcan siguiendo esas lineas, dandoles
informacion para crecer de forma ordenada y guiada por el andamio. Esta caracteristi-
ca proporciona una ventaja sobre la manipulacién de las células y confiere al andamio

caracteristicas apropiadas para guiar la regeneracion del tejido.

En la Figura 27 se observa el cultivo de hFOB a las 24 horas con la tinciéon de cell-
tracker sobre los tubos recubiertos de fibras de PLA al 7%. Se observa la distribucién de
las células sobre toda la superficie del andamio, pero una mayor cantidad se encuentra
presenta en el area correspondiente al recubrimiento de las fibras. Las fibras le dan al
andamio la estructura a nivel nanométrico que permite una mayor presencia celular

y manda la informacion para que las células crezcan en forma ordenada siguiendo la
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deposicion de las fibras. También se observa la morfologia hexagonal caracteristica de
los osteoblastos y sus prolongaciones citoplasmaticas para empezar a interactuar con las
células vecinas por medio de los lamelipodios, asi como su presencia en los poros del

andamio.

La estructura jerarquica que tiene el andamio hibrido con la combinacién de técnicas
permite una mejor adhesion, crecimiento y manipulacién celular, debido a que las células
tienen la capacidad de censar la superficie donde son cultivadas y mandar la informacion
al nucleo celular para crecer en forma ordenada y asi poder guiar la regeneraciéon del

tejido con las mejores caracteristicas.
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FLUORESCENCIA

IFUNAM

Figura 26: Fluorescencia a las 24 horas posteriores al cultivo de hFOB sobre los tubos
3D sin fibras.

IFUNAM

Figura 27: Fluorescencia a las 24 horas posteriores al cultivo de hFOB sobre los tubos
3D con fibras de PLA al 7%.



8 Discusion

La ingenieria de tejidos 6seo se ha propuesto como una alternativa prometedora a la
regeneracion o remplazo de defectos 6seos de tamano critico con la ventaja de no generar

las complicaciones asociadas con las técnicas tradicionales.

Se han llevado a cabo extensas revisiones de la evolucién que han tenido los materiales
en este campo, asi como las técnicas de sintesis y las caracteristicas que debe cumplir
un andamio para optimizar el tratamiento de los defectos 6seos. Se ha reportado que la
ingenieria de tejido éseo tiene el potencial para superar las limitaciones y desventajas
asociadas con el uso del injerto 6seo autélogo que es el estdndar de oro actualmente.
[26] Para lograr este objetivo se tienen que optimizar la interaccién de células, andamios,
factores locales y sistémicos que conformaran un proceso complejo caracterizado por un

conjunto de variables interdependientes.

El objetivo de este estudio fue crear un andamio hibrido con la combinacién de dos
técnicas de sintesis, la técnica de impresién 3D para obtener el diseno y tamano deseado
y el hilado por propulsiéon de gas como recubrimiento del andamio al que le confiere la
estructura fibrilar en rangos nanométricos, con el fin de tomar las mejores caracteristicas
de cada técnica y obtener un andamio jerarquico que logre imitar el estandar de oro para
defectos 6seos de tamano critico que se usa actualmente, se evaluaron las caracteristicas
morfoldgicas, fisicoquimicas y biolégicas del andamio para valorar las ventajas que se

obtienen de un andamio polimérico hibrido.

Para lograr imitar la estructura dsea se llevd a cabo la sintesis del niicleo del andamio
que fueron tubos de dos dimensiones 9x35 mm y 5x20 mm por medio de impresién por
fusién de material fundido con PLA, para asi obtener la estructura macrométrica deseada
y las propiedades mecanicas necesarias para un substituto de hueso. Posteriormente se
llevé a cabo el recubrimiento de los tubos con las fibras de PLA al 7% sintetizadas
con la técnica de hilado por propulsién de gas para lograr imitar las fibras de Sharpey
presentes en el periostio de los huesos y lograr imitar la estructura fibrilar que presenta
la matriz extracelular en el tejido 6seo. Asi se llevd a cabo la funcionalizacién, creando

una nanoarquitectura sobre la superficie externa del andamio 3D.

La caracterizacion morfolégica de la superficie se llevé a cabo por medio de MEB. Se
obtuvieron microfotografias a diferentes amplificaciones que muestran la fusién capa por

capa del polimero con pequenos espacios extruidos entre capa y capa, en las amplifica-
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ciones mas altas se observa una superficie homogénea y lisa y con una macroestructura y
geometria similar en los dos grupos de tubos y con una microestructura porosa al centro
en el tubo de 5x20 mm esto en los tubos sin recubrimiento. Mientras que los andamios
tubulares 3D recubiertos con fibras muestran la interfaz que se genera entre el andamio
impreso y las fibras depositadas sobre su superficie que le confiere al andamio una mayor
rugosidad y superficie de contacto, lo que confirma la diferencia en la topografia de la
superficie de los dos andamios. Ademas, las amplificaciones mas altas nos permitieron
observar la distribuciéon y morfologia del recubrimiento de las fibras depositadas, obte-
niendo asi un diametro de fibra promedio de 0.430 = 0.205 pm con una distribucién
aleatoria y uniforme sobre toda la superficie del andamio impreso en 3D y que le confiere

una marcada rugosidad en comparacion con el andamio solo.

Estos resultados permitieron demostrar la idoneidad de la combinacion de dos técnicas
de sintesis, en este caso la impresion 3D y el hilado por propulsién de gas para obtener
un recubrimiento fibrilar con una dispersién aleatoria, homogénea y bien adaptado a
la superficie del andamio 3D, con espesores de fibra submicrométricos y homogéneos.
Esto concuerda con los estudios que han evaluado la produccion de fibras por medio
de hilado por propulsion de gas para la formacion de redes porosas interconectadas en

rangos submicrométricos y que se han evaluado por MEB. [23]

Al igual que los estudios que han concluido que la estructura del hueso lamelar, que
es el tipo de hueso mas comun en humanos, esta compuesto por un material ordenado y
uno desordenado comtn en la estructura jerarquica, compuesta por fibras de coldgena,
que es lo que se logré reproducir con la combinacién de las dos técnicas de este estudio.
24

La caracterizacion estructural de los andamios se llevé a cabo por medio de difraccion
de rayos X, FTIR, perfilometria y pruebas de mecénicas. Al realizar las pruebas de
difraccién de rayos X, se comparé la estructura amorfa del filamento de PLA contra los
experimentales que fueron los andamios tubulares 3D solos y con recubrimiento de fibras
de PLA al 7%. Los difractogramas muestran que los dos grupos experimentales tienen
una senal parecida, con una banda ancha caracteristica de un pico amorfo que tiene un
aumento considerable respecto al filamento de PLA que tiene un pico de menor intensidad.
Estos resultados estan en concordancia con estudios que reportan que el PLA es en
polimero amorfo y sus caracteristicas varian dependiendo el grado de entrecruzamiento,

dopantes o parametros de impresion a los que es sometido.

El PLA tiene un punto de fusién relativamente bajo (150—160 °C) por lo que se requiere

menor temperatura durante el proceso de impresion, lo que representa una ventaja en las
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propiedades del material debido a que sufren menos cambios durante el proceso de sintesis.
Se ha reportado que la cristalizacion del PLA da inicio cuando se eleva su temperatura
sobre la temperatura de transicion vitrea pero debajo de su temperatura de fusion y esto
no afecta sus propiedades si no que mejorara su estabilidad térmica. Se ha reposado que
el PLA tiene un porcentaje de cristalinidad del 0-1% y esto esta acorde a los resultados
obtenidos en este estudio. Ademads, se reporta que la incorporacién de agentes como
colorantes, fibras o dopantes, puede modificar la taza de cristalizacion y los resultados
en este trabajo sugieren que las fibras modificaron la cristalizacién del PLA, como se

observa en el difractograma. [25]

Para poder identificar y determinar la identidad y caracteristicas quimicas de los grupos
funcionales presentes en el PLA, se llevo a cabo el andlisis por FTIR, para poder llevar a
cabo las comparaciones de los espectros entre los andamios, se analizé el PLA puro, las
fibras por separado y el andamio tubular posterior a la sintesis. El Pico que se observa a
2922cm ! corresponde a la absorcién de vibracién de estiramiento de C' — H, también se
observaron picos a 758 y 8737 ! corresponde a la vibracién por flexién de —CH, 1043 y
118271 corresponde a la vibracién de estiramiento de C' — O, 1450~ vibracién de flexién

de —CH3 y 17517 corresponde a la vibracién de estiramiento del grupo éster de C' = O.

El FTIR es ampliamente utilizado para interpretar y determinar los grupos funcionales
y elementos estructurales presentes antes y después de aplicar alguna técnica de sintesis a
un material determinado. Los resultados presentados en este trabajo son compatibles con
los reportados en la literatura donde se utiliza el FTIR para conocer las caracteristicas
estructurales del PLA antes y después de ser sometidas a un proceso de sintesis y para

evaluar que no contuvieran contaminantes significativos. [26]

La identidad quimica del andamio se comprobd con los espectros obtenidos de las
muestras, que coinciden con los ya reportados para el PLA y también se comprobd que
no tenfa contaminantes significativos presentes que son los parametros necesarios para

llevar a cabo las evaluaciones bioldgicas en el andamio. [27]

Se evalu6 la rugosidad de los andamios tubulares 3D por medio de la perfilometria. Se
analizaron las topografias superficiales de los andamios tubulares 3D con y sin recubri-
miento de fibras. Los resultados mostraron que el andamio que no tenia un recubrimiento
fibrilar posefa una superficie homogénea con una rugosidad promedio (R,) de 0.049 pm
y un promedio de depresién (R,) maxima de 0.064 pm. Esto se comparé con los valores
obtenidos en el andamio tubular recubierto, se observo la influencia de las nanofibras
en la rugosidad del andamio, obteniendo una rugosidad promedio (R,) 0.586 pm y la

depresién maxima promedio (R,) de 0.727 um. Estos resultados coinciden con los que
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obtuvimos en la evaluacién de las superficies en la MEB y con estudios que reportan las
modificaciones que sufren en las propiedades morfolégicas, estructurales y en su superficie
los andamios hibridos o dopados, aumentando su rugosidad y la presencia de crestas y
valles. [28]

No solo la arquitectura total del andamio es de crucial importancia, sino también sus
propiedades superficiales y la rugosidad para poder generar una adecuada interaccion
entre las células y el material y tener un andamio con las caracteristicas deseadas. En
este estudio la combinacion de las dos técnicas de sintesis incrementé la rugosidad del
PLA y como se ha reportado previamente la capa depositada sobre la estructura del
andamio forma un interfaz fuerte que llega a influir en las propiedades bioldgicas del

andamio. [29]

Para analizar la estabilidad térmica de los andamios se llevé a cabo el andlisis de
termogravimetria (TGA) para medir el cambio de peso de los andamios en funcién a la
temperatura en una atmosfera controlada. El andlisis termogravimétrico derivado (DGT)
se utilizo para evaluar la descomposicion de los andamios 3D. Se llevd a cabo la determi-
nacion del punto de inicio (1), el punto de inflexién (7,) y la temperatura de la pérdida
de masa (Tmax) de los andamios tubulares 3D con y sin recubrimiento de fibras y se com-
pararon con el filamento de PLA puro a partir de los espectros. El Tjy méas alto lo obtuvo
el andamio tubular 3D recubierto con una temperatura de 331 °C, el andamio 3D sin
recubrimiento y el filamento comenzaron su pérdida de masa a los 327 °C. Sin embargo,
el andamio tubular 3D con recubrimiento se degrado por completo a los 369 °C mientras
que el andamio sin recubrimiento se degrado a los 394 °C y el filamento de PLA puro
a los 355 °C. Las curvas de DGT que estén relacionadas con los puntos de inflexion del
andamio tubular 3D mostré un aumento de la curva TGA de 21 °C en comparacién con
el andamio tubular 3D recubierto que mostré un aumento de 17 °C, sin embargo, ambos
andamios mostraron un aumento con respecto al PLA puro, que se tomé como control.
Basado en las curvas de TGA y DGT la incorporacion del recubrimiento de fibras me-
diante la técnica de hilado por propulsién de gas sobre la superficie del andamio tubular
en 3D influy6 en la temperatura de degradacion que logré mejorar la estabilidad térmica
del andamio. Estos resultados coinciden con otros estudios que usan TGA para analizar el
proceso de fabricacion de los andamios considerando que la matriz polimérica estéd sujeta
a altas temperaturas. Los resultados también muestran que el polimero no sufre cambios
en sus propiedades y esto evita cualquier fenomeno de degradacion debido al proceso de
sintesis, los compuestos muestran un aumento en las propiedades de estabilidad térmica

de los andamios y el proceso de extrusion no tiene ninguna influencia en las propiedades
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quimicas de los andamios 3D. [30] Los resultados obtenidos en la calorimetria diferencial
de barrido (DSC) muestran el cambio en las propiedades térmicas de los andamios y
coincidieron con los ya presentados en el TGA. El analisis de las curvas obtenidas en el
DSC mostré un comportamiento similar para las tres muestras, los andamios tubulares
3D recubiertos y sin recubrir y el filamento de PLA, con una temperatura de transicién
vitrea (T}) entre los 56 y 62 °C, seguido de una reaccién exotérmica y un punto de fusiéon
(T,,) alrededor de los 169 °C. Al comparar los grupos experimentales contra el control,
el filamento de PLA puro mostré una (7}) mas baja y una (7,,) més alta, lo que indi-
ca que el PLA puro o en bulto, requiere mayor flujo de calor para alcanzar un estado
fisico diferente. Es posible que el PLA impreso con estructuras en rangos micrométricos
y nanométricos y especialmente las que se funcionalizan como es el caso de las fibras,
pueden distribuir el flujo de calor de forma mas eficiente, alcanzando un punto de fusion

con mayor rapidez.

La temperatura de transicién vitrea de un material depende de las caracteristicas mo-
leculares, composicién y compatibilidad de los componentes con el composite. Una mala
compatibilidad con los dopantes o componentes anadidos pueden disminuir la tempera-
tura de transicién vitrea. En este estudio se usé el mismo polimero para los dos tipos de
sintesis, por lo que las variantes en la temperatura de transicién vitrea no son significa-
tivas y se atribuyen a la estructura de los andamios, lo que coincide con los resultados
obtenidos en el DSC. [31]

Otro analisis que soporta estos resultados es la evaluaciéon por DMA, donde se observé
el mismo comportamiento. El filamento de PLA puro mostré una tan (4) de 70.4 °C,
mientras que los andamios tubulares funcionalizados con y sin fibras mostraron un in-
cremento en su tan (9) a 76 °C. El comportamiento térmico de los materiales analizados
es consistente con lo encontrado en la literatura donde se reporta que los parametros de
sintesis usados para los andamios no inducen cambios térmicos significativos en térmi-
nos de temperatura y la variacion no es sustancial como para afirmar la descomposicién
del material. Sin embargo, la cristalizaciéon del material podria ser el resultado de la re-
organizacién laminar del polimero, que depende de sus caracteristicas moleculares y su
composicion, asi como a la reorganizacion de las regiones menos cristalinas, lo que resulta
en la expansion de las areas amorfas. Esto también coincide con los resultados obtenidos

en la difracciéon de rayos X.

Se ha reportado que los polimeros no modificados no son la mejor opcion para el uso de
la tecnologia 3D y que la funcionalizacion u optimizacion permitiria explotar las mejores

caracteristicas de los materiales y las técnicas usadas en impresion 3D. [32]
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El analisis mecanico de los andamios se llevé a cabo con pruebas de Moédulo de Young
y prueba de esfuerzo para saber si la combinacién de técnicas permite al andamio tu-
bular 3D tener mejores caracteristicas mecanicas y fisicas. No se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos experimentales, pero se observé que el PLA tiene un com-
portamiento termoplastico que mejora su resistencia a la deformacion y por ende su
resistencia a la fractura. Se ha reportado que existe una relacién entre la morfologia del
andamio, los componentes y la resistencia a la fractura y que algunos materiales que se
han usado para funcionalizar andamios han mostrado aumentar la resistencia a la fractu-
ra y mejorar las caracteristicas mecdnicas en general, como son las nanoparticulas, fibras
y dopantes, proporcionando también mayor estabilidad térmica, coeficiente de expansion
térmica y resistencia a la descomposicion. Los resultados obtenidos concuerdan con estas

caracteristicas reportadas. [33]

La estrategia de combinar dos técnicas de sintesis para poder solventar las deficiencias
que tiene cada una de ellas permite el desarrollo de nuevos sistemas de materiales con
mejores caracteristicas fisicas, quimicas y mecédnicas. El desarrollo de andamios hibridos
se propone para obtener las caracteristicas a nivel macro, micro y nanométrico requerido
en la bioingenieria de tejidos. Se evalué también si estas caracteristicas lograban mejoras
en la adhesién, proliferacion y en la interaccién célula-material por medio de ensayos
biolégicos y poder proponer un andamio como el idéneo para guiar la regeneracion de

tejido Oseo.

Para poder plantear el uso de un andamio como una alternativa a la terapia convencio-
nal este debe ser biocompatible y no debe ser toxico. Las células deben adherirse, mostrar
una morfologia tipica, proliferar, diferenciarse y producir matriz nueva, y los productos
de degradacion no deben ser toxicos y deben excretarse por vias metabdlicas sin danar

ningin érgano.

El objetivo de este trabajo fue disenar un andamio hibrido que promoviera la adhesién
celular, una adecuada migracion y que por medio de la estructura se pudiera guiar a las

células y formar un microambiente adecuado para guiar la regeneracién del tejido dseo.

Se llevaron a cabo las evaluaciones bioldgicas con los osteoblastos fetales humanos
sembrados en los andamios tubulares 3D, la evaluacion de la biocompatibilidad de las
células sobre la superficie de un andamio es un punto clave para la regeneracién del
tejido 6seo y para su aplicacion. Por esta razén la respuesta de la adhesion celular de los
hFOB que fueron sembradas sobre los andamios tubulares 3D con y sin recubrimiento
fue analizada por medio del ensayo de cristal violeta a los dos tiempos estandares de

adhesion celular establecidos, 4 y 24 horas posteriores al cultivo. Se observd que un
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mayor numero de células se adherian a los andamios tubulares 3D con recubrimiento
fibrilar, sin embargo, los andamios sin recubrimiento también presentaron una adhesion

células alta con respecto al filamento de PLA que se tomé como control. [34]

Se realizaron pruebas estadisticas y se observd que en los ensayos de adhesion que el
andamio tubular 3D recubierto con fibras tenfa un 13 % mayor de crecimiento respecto al
que no tenia fibras a las 4 horas y un 15 % mads de crecimiento a las 24 horas posteriores
al cultivo. Estos resultados siguieren que las nano fibras hiladas al aumentar la superficie
de contacto y formar una interfaz con la superficie del andamio rugoso, por lo que resalta
la importancia de la estructura del andamio, ya que las células son capaces de censar las
superficies sobre las cuales son cultivadas y esta informacion llega directamente al niicleo
por medio de cascadas de senalizacion intracelular. Estos resultados se refuerzan con las

microscopias de fluorescencia y electronica de barrido.

La viabilidad de los hFOB que fueron cultivados sobre los andamios tubulares 3D
con y sin recubrimiento fibrilar se evaluaron a los 1, 3, 5 ,7 ,14 y 21 posteriores al
cultivo mediante el ensayo de WST-1 y los resultados muestran que al dia 1 de cultivo,
la viabilidad de los hFOB cultivados sobre el andamio tubular en 3D es méas alta que
el control de PLA, lo que concuerda con los resultados obtenidos a las 4 y 24 horas

posteriores al cultivo en el ensayo de adhesion.

El crecimiento celular fue constante y fue en aumento durante los diferentes tiempos de
incubacion. La viabilidad celular se incrementé en los andamios tubulares en 3D durante
los periodos de experimentacion y se observé que no habia diferencias estadisticamente
significativas en la respuesta celular entre los andamios entre los 7 y 21 dias de cultivo.
Con estos resultados podemos comprobar que los andamios impresos no inducen ningin
efecto de citotoxicidad en los osteoblastos fetales humanos y que el recubrimiento fibrilar

mejora la viabilidad de las células.

Las pruebas de adhesiéon y proliferaciéon in vitro con los hFOB fueron de utilidad para
caracterizar la actividad celular, la citotoxicidad del material y evaluar como las células
comenzaban su interaccién con el material, todo esto para tener resultados preliminares

de las pruebas preclinicas tratando de reproducir las condiciones in vivo. [34]

Para poder determinar como las células se adherian, crecian y proliferaban en inter-
accién con los andamios tubulares en 3D, se llevaron a cabo los analisis de fluorescencia
para poder observar la localizacion y la forma que tienen los hFOB sembrados sobre la
superficie de los andamios tubulares 3D con y sin recubrimiento fibrilar. Se llevé a cabo

una comparacion de imagenes obtenidas mediante MEB de la superficie de los andamios
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recubiertos y sin recubrir respecto a las imagenes obtenidas mediante Fluorescencia.

En las imagenes de fluorescencia pudimos observar claramente la forma de las células
y su disposiciéon. En el caso de los andamios sin fibras se observd que las células tienen
una distribuciéon en todo el andamio, pero se encuentran acomodadas en las capas del
polimero que se fundié durante la impresién 3D y a pesar de las pocas horas de cultivo,
las células empiezan a tomar su morfologia tipica. Como ya se ha reportado, las células
poseen diversos mecanismos de mecanosensibilidad que transducen las senales mecéanicas
en cascadas bioquimicas. Durante la adhesion de las células a la MEC una red compleja
de moléculas se acopla mecanicamente a la matriz, el citoesqueleto y el niicleo-esqueleto.
Esta red comprende receptores, proteinas transmembranales y adhesiones focales que
unen la MEC al citoesqueleto. Algunos estudios senalan que durante la adhesion celular
se presentan cambios conformacionales que son inducidos simultaneamente y celerados
por las fuerzas trasmitidas por los ligandos.35 Debido a esto las superficie de los materiales
u andamios sintetizados toma un gran importancia, ya que se ha estudiado que las células
tienen la capacidad de censar la superficie sobre la cual son sembradas y esta superficie
influye en el comportamiento y la senalizaciéon de las mismas y esto es lo que se reflejo

en los resultados obtenidos en la microscopia de fluorescencia.

Este mismo comportamiento se observé en los andamios tubulares en 3D recubiertos
con fibras, las células se distribuyeron en todo el andamio, pero el recubrimiento fibrilar
logré atraer un mayor niimero de células a su superficie ademas de que les dio direccion.
Se observé una gran cantidad de células distribuidas y direccionadas a lo largo de le fibra,
lo que mostro que el recubrimiento y la interfaz entre el andamio y el material tienen un
impacto positivo en el comportamiento celular. Esto también se comprobé al observar a
las células tomar su morfologia tipica hexagonal a las 24 horas posteriores al cultivo, lo

que muestra que sus prolongaciones citoplasmaticas empiezan a presentarse.

Como la mecanotransduccién depende de las propiedades del material es muy impor-
tante tomar en cuenta la rigidez, la forma y la rugosidad del andamio, debido a que la
superficie tiene un impacto en las células nivel celular y subcelular. Y los resultados en

este estudio coinciden con los datos reportados. [36]

La evaluacion de la MEB con las células hFOB a las 24 horas posteriores al cultivo
mostraron las células adheridas y creciendo sobre la superficie del andamio. Los osteo-
blastos se observan acoplados al andamio tubular en 3D y las fibras mejoran la cantidad
y forma de las células adheridas a la superficie del andamio tubular 3D recubierto, al ob-
servar lamelipodios y prolongaciones citopldsmicas que comienzan a interactuar con las

células circundantes a las pocas horas posteriores al cultivo lo que puede contribuir a la
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formacion de tejido depositado. La diferencia en la morfologia de las células en los anda-
mios tubulares 3D con y sin fibras, se observan las células con extensiones citoplasmicas
que comienzan a extenderse al contacto con las células cercanas manteniendo una morfo-
logia poligonal en la superficie con fibras y comparada con el andamio sin recubrimiento
fibrilar, las células presentan una adhesion adecuada en el andamio y una distribucién de
grupos pequenos de células aislados a lo largo del andamio y que presentan un citoplasma

redondeado con pocas extensiones y con una morfologia plana.

Mediante las fluorescencias y microfotografias se analiz6 si la interaccion célula-material
no afecta la forma y extension de las células hFOB y se observé que no se induce un
cambio visible en la morfologia y que no se presenta citotoxicidad al evaluar el andamio
en un ambiente bioldgico, se observé que la nanotopografia superficial tiene un impacto
favorable en la extensién de las prolongaciones de los osteoblastos lo que también se
observo en los andlisis de adhesién y proliferacion donde las andamios con recubrimiento
de fibras mostraron un mayor nimero de células adheridas y proliferando a los diferentes

dias de cultivo, a comparacién de los andamios que no tenian recubrimiento fibrilar.

Mediante la combinacion de las técnicas de impresion se le dio al andamio una estruc-
tura jerarquica que va desde los rangos nanométricos hasta una estructura micrométrica
la cual es muy importante en la bioingenieria del tejido éseo debido a que para obtener
una induccion exitosa del tejido éseo que se busca regenerar en defectos de tamano criti-
co, sé requiere que el andamio tenga un diseno especifico y con geometrias controladas,
es decir un microambiente especifico que brinde una topografia superficial que mejore la
respuesta biolégica al material promoviendo la actividad celular de los osteoblastos y la

formacion de depdsitos seos.

Son muchos los parametros que deben ser considerados para fabricar un andamio 3D
para regenerar tejido 6seo. Se ha observado que un solo material o una sola técnica de

sintesis no logra un efecto osteopromotor para la regeneracion de hueso. [37]

Se han logrado desarrollar prototipos con propiedades mecanicas adecuadas para la
regeneracion del tejido éseo; a pesar de que es un campo nuevo, su potencial se ha com-
probado en pocos anos debido a que se ha restableciendo la dinamica del microambiente
del hueso nativo en 3D y aunque se ha tenido éxito en las evaluaciones in vitro, man-
teniendo la viabilidad, proliferacion celular y sugiriendo un potencial de diferenciacion
celular; aun son necesarias pruebas preclinicas para evaluar estabilidad, carga mecénica,

respuesta inmune y el potencial osteointegrativo. [38]

Las propiedades del hueso se ven influenciadas principalmente por los materiales que lo
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componen y los elementos geométricos y topoldgicos que le dan estructura y resistencia,
por eso es de gran importancia disenar un andamio con los materiales adecuados que
no generen respuestas inmunes, permitan el crecimiento celular y puedan ser eliminados
por vias metabdlicas y que, en combinacion con un adecuado diseno y sintesis, brinde las

mejores caracteristicas fisicas y mecanicas. [39]

El andamio tubular sintetizado en el presente trabajo con los resultados previamente
presentados nos permite esperar la diferenciaciéon de hFOB a osteoblastos maduros debido
a que el recubrimiento fibrilar de los andamios tubulares puede imitar las funciones
estructurales y bioquimicas de la matriz extracelular del hueso. Lograr imitar estructuras
desde los rangos nanométricos fue importante para mejorar la adhesiéon y proliferacién
celular como lo mencionamos previamente, sin embargo, también podria estimular a la

diferenciacion y mineralizacién de los hFOB.

Las caracteristicas superficiales del andamio podrian inducir una diferenciacion que
comenzaria con la induccién de un marcador comun de osteoblastos como es la fosfatasa
alcalina, que es un marcador temprano de formacién ésea y posteriormente las células
podrian comunicarse con las células circundantes a lo largo del andamio para la expresion
de proteinas no colagénicas que regularian el depdsito de tejido mineral, asi como la

induccién de un marcador tardio de formacion de hueso.

Ademads, considerando los resultados obtenidos a lo largo del estudio, se propone que
el andamio tubular presentado es un material prometedor que podria facilitar la minera-

lizacién para aplicaciones a futuro de regeneracion dsea guiada.

Sin embargo, deben realizarse més estudios acerca de la capacidad de diferenciacién

que puede tener el andamio tubular en 3D.



9 Conclusiones

En el presente trabajo se obtuvieron andamios tubulares en 3D con una estructura ma-
crométrica e interna controlada, se disenaron dos grupos de tubos de diferente diametro,
9x35 mm y 5x20 mm. A pesar de que los andamios tenian una estructura con una rigi-
dez, forma y porosidad adecuada, se complementaron con un recubrimiento homogéneo
de fibras en rangos submicrométricos que se obtuvieron mediante la técnica de hilado
por propulsién de gas, aprovechando asi las mejores caracteristicas de las dos técnicas
de sintesis y obteniendo como resultado final un andamio hibrido con una estructura

jerarquica que va desde los rangos nanométricos hasta una estructura macrométrica 3D.

Se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido y se observé la diferencia en la
topografia superficial de los andamios 3D con y sin fibras, concluyendo que la estructura

ideal era las de los tubos de 5x20 mm con recubrimiento fibrilar.

Mediante la técnica de identacion, se determiné que el valor de la rugosidad media de
los tubos se incrementaba con la incorporacién del recubrimiento con las fibras hiladas,

en ambos grupos de estudio.

Se obtuvieron los datos de temperatura para el PLA puro y los grupos experimentales,
observando que el polimero aumenta su resistencia a la temperatura después del proceso
de sintesis, pero no se altera su composicion. Las pruebas mecénicas muestran que en los
grupos con y sin recubrimiento, no existen diferencias mecanicas significativas y que la

presencia de fibras no modifica estos parametros.

En la evaluacion bioldgica, los andamios recubiertos con fibras submicrométricas mos-
traron una mejor adhesién de los hFOB, lo que también se vio reflejado en un aumento en
la proliferacién celular respecto a los andamios tubulares en 3D sin recubrimiento, lo que
muestra que las fibras funcionan como una plataforma para mejorar la biocompatibilidad
celular, sin ser citotéxicas y proporcionan apoyo para la colonizacién, el intercambio de

fluidos y la intercomunicacién celular.

En la evaluacién mediante microscopia electronica y fluorescencia se observd que el
recubrimiento fibrilar puede ser censado por las células ya que mostraron un crecimien-
to direccionado y ordenado, lo que siguiere que las fibras logran modificaciones en el

comportamiento celular y una senalizacion que llega al citoesqueleto.

El andamio tubular en 3D con recubrimiento fibrilar presenta las mejores caracteristi-
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cas mecanicas y bioldgicas, sin embargo, se necesitan méas estudios para determinar el
proceso de mineralizacion de las células sobre esta superficie y se pueda proyectar como
un andamio 3D con potencial para su uso en la bioingenieria de tejido éseo o con una

aplicacion en la vascularizacion de tejidos.



10 Perspectivas del estudio

Los resultados del presente estudio permiten proponer los andamios tubulares 3D con

recubrimiento fibrilar para los estudios in vivo y posibles aplicaciones clinicas a futuro.

Evaluar la capacidad de mineralizacion que tienen los andamios tubulares con células
mesenquimales, con y sin medio inductor a tejido éseo. Se plantearia la evaluacién de
un diseno de estudio in vivo en fémur de rata Wistar, generando un defecto éseo de
tamano critico e implantando el andamio tubular como sustituto 6seo que ayude a dirigir

la regeneracién del hueso.

Las aplicaciones clinicas a futuro en cavidad bucal podrian proyectarse como un subs-
tituto de hueso en defectos mandibulares en bloque, que ayude a dirigir la regeneracion

del hueso sin la necesidad de una segunda intervenciéon quirdrgica para retirarlo.
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11 Anexo

11.1. Técnicas de Caracterizacion

La caracterizacion de los materiales a través de microscopias y técnicas espectroscopi-
cas y térmicas se utiliza para obtener informacién de la estructura superficial y acerca
de los parametros de temperatura y composicién de estos. Asi, ademas de observar la es-
tructura superficial se pueden analizar las especies quimicas presentes en el compuesto y
es posible obtener datos sobre el orden de los polimeros en cuanto a la orientacion de sus
cadenas, cristalinidad, fases cristalinas, temperatura de transicién vitrea, temperatura de
fusion. [40] Estas técnicas también permiten seguir la evolucién de los anteriores pardame-
tros, al realizar diferentes procesos sobre los materiales, como la aplicacién de tensiones,
tratamientos térmicos, degradaciones y pruebas biolégicas. Ademas, la microscopia de
fluorescencia nos permite observar las células y su localizacién con técnicas no toxicas

que nos permiten llevar un seguimiento del experimento.

11.2. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El microscopio electrénico de barrido (MEB) es uno de los instrumentos més versatiles
disponibles para el examen y andlisis de la morfologia de la microestructura y caracte-
rizaciéon de materiales poliméricos. [15] La microscopia éptica permite ampliar el dngulo
visual a través de la lente 6ptica, en la década de 1980 se llevaron a cabo diversos expe-
rimentos que permitieron el descubrimiento de que los electrones pueden ser desviados a
través de un campo magnético, lo que permitio el desarrollo de la microscopia electrénica
que se ha desarrollado al sustituir la fuente de luz con un rayo de electrones con alta
energia. El1 MEB utiliza un haz de electrones enfocado para escanear la superficie de
la muestra sistematicamente, produciendo un gran nimero de senales que se convierte
finalmente en una sefial visual que se muestra en un tubo de rayos catdédicos (CRT), la
formacion final de imagenes en MEB depende de la adquisicién de senales producidas a

partir de la interaccién del haz de electrones y la muestra. [41]

La MEB consiste basicamente en hacer incidir un haz de electrones sobre la muestra,
este bombardeo de electrones provoca la aparicién de diferentes senales, que captadas con

detectores especificos proporcionaran informacién acerca de la naturaleza de la muestra,
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la senal que emiten los electrones secundarios es la que se usa generalmente para obtener
una imagen de la muestra y se considera un electrén secundario a aquel que emerge de la
superficie de la muestra con una energia inferior a 50 electronvoltios (eV) mientras que
la senal de electrones retrodispersos esta compuesta por aquellos electrones que emergen

de la muestra con una energia superior a 50 eV.

La emisién de electrones conforma una de las formas basicas del MEB para propor-
cionar una imagen tridimensional de las estructuras biolégicas. Un Haz de electrones
desprendido del filamento de tungsteno choca con el objeto a analizar excitando cierto
numero de electrones secundarios de tal forma que originan una senal, este fenémeno es
posible gracias al recubrimiento que se le da a la muestra biolégica aplicando una fina
capa de metal para prevenir o reducir el efecto de carga eléctrica que ocasiona el haz de
electrones sobre esa muestra, este recubrimiento se hace al alto vacio, uno de los mayores
factores que afectan el recubrimiento y la uniformidad de la capa fina es el tipo de ma-
terial usado. Los metales mas utilizados son el oro, paladio, carbon o las combinaciones
de ellos, el oro es el de uso mas generalizado debido a su facil adquisicién de forma pura
o combinada, es facilmente evaporado desde un filamento de tungsteno y tiene un alto
coeficiente de emisién de electrones secundarios, debido a esto es el material de eleccion

para la preparacion de muestras biolégicas.

11.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido o DSC es una técnica experimental dinamica
que nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe una sustancia cuando es
mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es ca-
lentada o enfriada a velocidad constante en un determinado intervalo de temperaturas.
La calorimetria diferencial de barrido se ha revelado como una técnica importante en
el campo de la Ciencia de Materiales debido a su elevado grado de sensibilidad y a su

rapida velocidad de analisis.

En la mayoria de los casos para identificar el tipo de transformacion que tiene lugar
a una determinada temperatura, es preciso acudir, la mayoria de las veces a técnicas
experimentales complementarias que nos permitan ratificar la validez de las conclusiones

extraidas de las curvas de DSC.

En los ultimos anos se ha puesto especial interés a la importancia de los estudios por

DSC para caracterizar materiales preparados por métodos no convencionales en fase cris-
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talina ordenada o desordenada y en fase amorfa. En particular en el caso de materiales
amorfos como los polimeros, la técnica de DSC es muy 1util para establecer la estabili-
dad térmica de la fase amorfa. Asimismo, en el caso de materiales cristalinos obtenidos
por técnicas de solidificacion rapida o ultrarrapida, la presencia y aniquilacion de tensio-
nes mecanicas puede detectarse facilmente si conlleva un fenémeno energético. Cualquier
proceso que pueda activarse térmicamente puede estudiarse por DSC y llegar a carac-
terizar la cinética de transformacion. Todas estas caracteristicas hacen de esta técnica

indispensable para la caracterizacién de materiales. [42]

11.4. Termogravimetria (TGA)

La termogravimetria es parte de un conjunto de analisis térmicos que han sido desa-
rrollados para identificar y medir los cambios fisicos y quimicos que sufren los materiales
cuando son expuestos a variaciones controladas de temperatura. Estos analisis se han
desarrollado especificamente para el estudio de las reacciones primarias en la descom-
posicién de materiales solidos y liquidos. Con la termogravimetria se analizan procesos
de desorcion, adsorcion y reacciones de descomposiciéon en un ambiente de gas inerte o
en presencia de oxigeno. Por medio de este método no se puede conocer la composicion
quimica del material en estudio ni tampoco identificar los cambios térmicos que no estan

asociados con variaciones de masa como la cristalizacién o la transicion vitrea.

El analisis termogravimétrico consiste en registrar continuamente la variacion de la
masa del material en estudio conforme se varia la temperatura a una tasa térmica cons-
tante (cambio de temperatura lineal). Este tipo de procedimiento termogravimétrico se
conoce como analisis dindamico. Existe la opcién de hacer un andlisis termogravimétrico
isotérmico, en el cual se mantiene la temperatura constante por un periodo establecido.
Como resultado del analisis termogravimétrico se obtienen los datos de cambio de masa
con respecto a la temperatura o al tiempo y un termograma, que representa graficamente
las variaciones porcentuales de la masa. Este tipo de técnica es ampliamente utilizada
en la caracterizacion cuantitativa y cinética de polimeros, carbén y arcillas, entre otros

materiales. [43]

11.5. Perfilometria

La rugosidad de una superficie se determina por medio de técnicas que exploran la

superficie del objeto y obtienen un perfil 2D (perfilémetros), o una representacién 3D. La
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forma mas sencilla, pero que aporta una informacién subjetiva, es la inspeccién visual y
tactil. También el uso de lupas binoculares o del microscopio 6ptico de polarizacién con
la preparacion de laminas delgadas que, confeccionadas perpendicularmente a la super-
ficie, permiten determinar la rugosidad superficial del material, pudiendo, junto con los
perfilémetros, tener representaciones en 2D de la rugosidad. Los rugosimetros pueden cla-
sificarse en aquellos de contacto (perfilémetros), y de no contacto (rugosimetros Gpticos).
[44] Por medio de técnicas microscépicas de alta resolucién se puede medir la rugosidad
de la superficie de los materiales como son la microscopia electrénica de barrido (SEM),
microscopia de fuerza atémica (AFM) y de efecto tinel (STM). Los perfilometros y los
rugosimetros 6pticos miden la rugosidad a escala micrométrica, presentando la ventaja
de ser técnicas no destructivas y portatiles, mientras que las técnicas como el AFM, SEM
y STM tienen una resolucién mayor y ofrecen datos a escala nanométrica; tienen como
desventaja que las medidas deben realizarse con equipamientos mas sofisticados y de un

costo mucho mas elevado.

Dentro de los rugosimetros de contacto se encuentran los perfildometros; en ellos, una
fina punta recorre la superficie del objeto controlando la velocidad de desplazamiento
y transformando las variaciones de altura en impulsos eléctricos que son registrados
graficamente, dando lugar al perfil de la rugosidad. Segin cémo se obtenga la senal
eléctrica procedente del movimiento de la punta (palpador), este tipo de equipos pueden
ser: Perfilémetros inductivos: el movimiento vertical de la punta generado por la rugosidad
modifica la longitud del circuito magnético, y con ello el flujo de campo magnético que

lo atraviesa, generando una senal eléctrica.

Perfilometros capacitivos: el desplazamiento vertical une las dos laminas de un

conden-sador, modificando su capacidad y con ella la senal eléctrica.

Perfilometros piezoeléctricos: el desplazamiento del palpador deforma una lamina

pie-zoeléctrica generando una senal eléctrica.

El didmetro de la punta o palpador es el que determina la sensibilidad de las medidas, no
pudiendo medir rugosidades de dimensién inferior a la de la punta utilizada. Este diametro
suele ser de 2.5 0 10 um, recorriendo una longitud de muestreo entre 0.08, 0.25, 0.8, 8 y
25 mm. En general la longitud de muestreo suele ser suficiente para obtener resultados
representativos de la rugosidad del material. El perfil obtenido (perfil denominado P) se
filtra (perfil R) para eliminar las ondulaciones y defectos que no sean los propios de la
rugosidad. Estos rugosimetros tinicamente pueden realizar mediciones en 2 dimensiones
(2D). Esto es debido a que el palpador se puede mover vertical y horizontalmente segin

una linea.
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11.6. Difracciéon de Rayos X (RX)

Los rayos X pueden ser analizados de diferentes formas y se pueden clasificar en tres
tipos de analisis. El primero seria Radiografico, que se basa en la absorcion diferencial de
los rayos X, por la forma en la que penetran el material y tiene un extenso uso en medicina
y salud, ademas del drea de metalurgia. El segundo tipo de andlisis es la difraccién de
rayos X que se basa en la interferencia constructiva de una red cristalina con una fuente
de rayos X de longitud de onda conocida. Y finalmente la espectroscopia de rayos X, que
es el estudio y analisis del espectro de rayos X por medio de la dispersion o separacion
del espectro en componentes individuales, su uso esta principalmente en la identificacién

y cuantificacién de elementos. [45]

11.7. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La radiacion infrarroja fue descubierta en 1800 por William Hersheld pero fue hasta
1900 cuando comenzd la investigacion de la absorcién infrarroja en materiales, siendo
hasta a finales de la segunda guerra mundial cuando estuvo disponible el primer es-
pectréometro infrarrojo. La espectroscopia infrarroja es probablemente el método mas
extensamente usado para la investigacion de estructuras de polimeros y el andlisis de
grupos funcionales. Esta espectroscopia se fundamenta en la absorcién de la radiaciéon IR
por las moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz in-
frarroja cuando la energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicion
vibracional de la molécula, las moléculas empiezan a vibrar de una manera determinada

gracias a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja. [46]

Pueden distinguirse dos categorias béasicas de vibraciones: de tension y de flexion. Las
vibraciones de tension son cambios en la distancia interatémica a lo largo del eje del enlace
entre dos atomos. Las vibraciones de flexion estan originadas por cambios en el angulo que
forman dos enlaces. La espectroscopia infrarroja puede ser usada para estudiar muestras

en estado gaseoso, liquido y solido dependiendo de los tipos de accesorios empleados.

11.8. Analisis Mecanicos

Es importante conocer cémo se comportan los materiales al ser sometidos a fuerzas o
cargas y esto depende del diseno y las caracteristicas del material, de tal forma que los

esfuerzos a los que vaya a estar sometido no sean excesivos y el material no se fracture.
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Las respuestas de un material a fuerzas internas o externas pueden variar conside-
rablemente dependiendo de la magnitud de la fuerza aplicada y las caracteristicas del
material. La respuesta de un material a una carga uniaxial es determinada generalmente
mediante la realizacion de pruebas de tension, en esta prueba un material es generalmente
deformado a una velocidad especifica y la fuerza requerida para causar la deformacion es

medida en una celda de carga y la deformacién es medida por un extensémetro.

El moédulo elastico de un material puede ser medido por un procedimiento semejante,
aunque para realizarse requiere de una medicion exacta de la extensién o deformacién

desde la tensién elastica lineal.

En pruebas de carga constante el material es sujeto a una carga y la deformacion es
medida como una funcién del tiempo. La elongacion puede ser medida a intervalos de

tiempo usando un catetémetro y las mediciones pueden realizarse en una cama ambiental.

Las pruebas de ruptura son echas principalmente en tensién, pero también pueden
realizarse experimentos de ruptura en hoja, torsion, flexién o compresién, los datos de la
ruptura proveen informacién importante para eleccion de un polimero que pueda sostener

mucha carga por largos periodos.

En las pruebas de relajacién de la elongacién, la muestra es extendida a una cantidad
especifica y el esfuerzo requerido para mantener esta deformacion constante es medido
como una funcién de tiempo, el esfuerzo requerido para mantener la deformacion cons-
tante decae con el tiempo; cuando este esfuerzo es dividido por la deformacion constante,
la razén resultante es el médulo de relajacion, el cual es una funcién del tiempo y la
temperatura. El dato de relajacion de la deformacion provee informacion 1til a cerca de

la naturaleza visco elastica de los polimeros. [46]

11.9. Anailisis Mecanico Dindmico (DMA)

El DMA puede describirse como la aplicacién de una fuerza oscilante a una muestra y
el analisis del material en respuesta a esa muestra, a partir de esto, se pueden calcular las
propiedades de viscosidad y rigidez, asi como la capacidad de resiliencia de la muestra.
Estas propiedades también se describen como la capacidad de los materiales de perder
energia en forma de calor y la capacidad de recuperarse de la deformacion. Una forma de
describir esto es con base a la relajacion de las cadenas poliméricas. La fuerza aplicada
se denomina tension y se denota con la letra griega 0. Cuando el material es sometido a

tension presentara una deformacién que se representa con la letra griega . Asi se obtiene
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el médulo de viscosidad en funcién de la temperatura.

El médulo que se mide en el DMA no es el mismo que se mide en el médulo de Young con
la curva esfuerzo-deformaciéon. En DMA un médulo complejo (E%), un médulo eldstico
(E'), y un médulo imaginario (perdida) (E <) se calculan a partir de la respuesta del
material a la onda sinusoidal. Estos mddulos permiten una mejor caracterizacion del
material, que permiten examinar la capacidad del material para devolver o almacenar
energia (F'), su capacidad de perder energia (E") y la relacion de estos efectos (tan delta)

que se denomina amortiguacién.

El DMA aplica una fuerza oscilatoria, causando una tension sinusoidal que se aplica
a la muestra, midiendo tanto la amplitud de la deformacion en el pico de la onda sinu-
soidal como el retraso entre ondas sinusoidales y asi tanto el modulo, la viscosidad y la

amortiguacion del material pueden ser calculados.

En el area de los materiales el DMA se usa para determinar las propiedades mecani-
cas de materiales viscoelasticos en funcién del tiempo, temperatura o frecuencia y se
desarrolla aplicando una fuerza oscilatoria periddica para el material (estrés mecanico

sinusoidal).

Cémo caracteristicas tienen la medicién de fuerza y desplazamiento, un amplio rango
de fuerzas que van desde 1mN hasta 40N, un amplio rango de frecuencia de 0.001 a
1000Hz y de rigidez. Esto le permite ser muy preciso para determinar el médulo de
elasticidad y la opcién de medir muestras rigidas y no tan rigidas con un ajusto preciso
en la temperatura, todo esto supone condiciones reales lo que permite medidas desde la

fase vitrea hasta liquida en el mismo dispositivo de muestra. [47]
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