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RESUMEN

La biofabricacion de andamios tridimensionales (3D) es un proceso basado en la
deposicion aditiva que utiliza varios biomateriales que contienen o interactiian con
células vivas y biomoléculas. El objetivo es fabricar tejidos funcionales para
promover la regeneracion y reparacion a través de las denominadas biotintas.

Las biotintas suelen ser sistemas hibridos basados en hidrogeles biocompatibles
con lineas celulares adultas o troncales mesenquimales. La caracterizacion y el
ajuste de las propiedades de la biotintas antes, durante y después de la impresion
son esenciales para desarrollar construcciones 3D reproducibles y estables.

Hasta la fecha, se han utilizado innumerables métodos computacionales, pruebas
mecanicas y evaluaciones reoldgicas para predecir, medir y optimizar las
propiedades de los biotintas y su capacidad de impresion, pero ninguno esta
debidamente estandarizado.

El presente estudio tuvo como objetivo investigar las propiedades fisicoquimicas de
la composicion de diversas biotintas basadas en alginato, gelatina, nanoparticulas
de 6xido de circonio (Alg-Gel-ZrO2) asi como su efecto sobre las células Oseas
impresas en andamios cilindricos. Los resultados mostraron que la concentracion
de gelatina al 8%, alginato al 2% y de ZrO2 al 0.5 g (p/v), permitié la impresion de
andamios con didmetro de 8.5 mm x 1 mm con una densidad celular de 1 x 10°
cel/mL. En los ensayos in vitro los osteoblastos fetales humanos (hFOB) y SaOS-2
mostraron una mayor proliferacion y diferenciacion celular durante los 21 dias de
cultivo celular. Las propiedades mecéanicas de los andamios mejoraron con la
integracion de las nanoparticulas obteniendo un médulo de Young similar al tejido
0seo trabecular.

La conclusion obtenida hasta el momento de este trabajo de investigacion apunta
que los andamios fabricados 3D tienen el potencial de ser aplicados en tejido 6seo
para su regeneracion. Asi mismo establecer soluciones al campo de las biotintas
funcionales. Sin embargo, es necesario poder llevar a cabo mas caracterizaciones
en modelos in vivo el cual podria arrojar datos hacia las aplicaciones clinicas

efectivas de los productos biofabricados 3D.




ABSTRACT

The biofabrication of three-dimensional (3D) scaffolds is a process based on additive
deposition that used several biomaterials that either contain or interact with living
cells and biomolecules. The objective is to fabricate functional tissues to promote
regeneration and repair through the referred bioinks.

The bioinks are typically hydrogels-based hybrid systems, biocompatibles with cell
lines and stem cells. The characterizing and fine-tuning of bioink properties before,
during, and after printing are essential in developing reproducible and stable
bioprinted constructs. Numerous computational methods, mechanical tests, and
rheological evaluations have been used to predict measure, and optimize bioinks
and printability properties, but none are properly standardized.

The present study had the goal research the physicochemical properties of the
composition of various bioink based on alginate, gelatin, and zirconium oxide
nanoparticles (Alg-Gel-ZrO2) as their effect on bone cells printed on cylindrical
scaffolds. The results showed that the concentration of gelatin 8%, alginate 2%, and
ZrO2 nanopatrticles 0.5 g (w/v), allowed the printing of scaffolds with a diameter of
8.5 mm and height of 1 mm with a cellular density 1x108 cell/ml. On the in vitro
assays, human fetal osteoblasts (hFOB) and SaOS-2 showed more significant cell
proliferation and cell differentiation during the 21 days of cell culture. The scaffolds’
mechanical properties improved with the integration of the nanoparticles, obtaining
a Young modulus like to trabecular bone tissue.

The conclusion obtained so far from this research work indicates that 3D fabricated
scaffolds can be applied to bone tissue for its regeneration. Besides, establish
solutions to the field of functional bioinks. Nevertheless, it is necessary to carry out
more characterizations in vivo models, leading to data towards practical clinical

applications of 3D biofabricated products.
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1.1 TEJIDO OSEO

1.1.1 Fisiologia

El hueso es un tejido conectivo de arquitectura compleja y estructura jerarquica que
va de una escala de nanGmetros a macrometros, es catalogado una estructura
“‘composite” debido a que la fase organica le provee la flexibilidad y la inorganica la
dureza. Por lo cual se puede describir que la fase organica es fundamentalmente
coldgena tipo | (95%), proteoglicanos, proteinas no colagénicas y factores de
crecimiento, asi como una fase inorganica (mineral) constituida por hidroxiapatita
(HA) o (Ca1o(POa4)s(OH)2).%:23

Larigidez del hueso proporciona la capacidad de soportar y proteger varios 6rganos,
es por ello que el hueso es la estructura anatémica responsable del movimiento,
proteccién, manutencion de la homeostasis mineral y soporte del cuerpo humano.*2
El cuerpo humano adulto estd compuesto por 206 huesos entre los cuales se
clasifican en:

e Huesos largos: Soportan el peso del cuerpo; por ejemplo: claviculas, radios,
metacarpios, tibia, falanges, fémures, humeros, metatarsianos, perones y
cubitos.

e Huesos cortos: Ayudan al movimiento y estabilidad; por ejemplo: Tarsal y
carpianos.

e Huesos planos: Protegen a los Organos internos; por ejemplo: craneo,
mandibula, costillas y escapula.

e Huesos irregulares: Vertebras, céccix, sacro y hioides

e Huesos sesamoideos: Se encuentran dentro de los tendones como la rétula.?

El tejido 6seo se clasifica de acuerdo con su estructura en:

a) Hueso cortical o compacto (20% porosidad): Es un hueso denso, sélido,
localizado en la parte mas superficial del tejido, organizado por osteonas que
representa la unidad funcional de hueso en forma de sistemas cilindricos que
rodean el canal de Havers el cual contiene nervios y vasos sanguineos y en conjunto

es catalogado sistema haversiano.
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Las propiedades mecanicas del hueso compacto son anisotropicas, en funcioén de
la direccion de la fuerza aplicada (E), el valor de E = 20 GPa a lo largo del sistema
haversiano y a lo largo del eje transversal el valor de E = 8 GPa, con una fuerza a
la compresién de 170 -193 MPa y un médulo elastico de 7-20 Gpa.®

b) Hueso trabecular o calloso (50-90% de porosidad): Es un hueso de
estructura esponjosa con cavidades interconectadas, localizado en la parte interna,
Su matriz consiste en una estructura tridimensional en forma de panal, de columnas
finas interconectadas para formar las trabéculas, en la que los espacios entre
trabéculas estan rellenos con médula 6sea. Este tipo de hueso imparte una
flexibilidad en la carga de E = 100 MPa, una resistencia a la compresion de 2 a 12
MPa y un médulo elastico de 0.1 a 5 GPa.?
Ambos tipos de hueso son compuestos de matrices de redes complejas de
canaliculos, que conectan a las células 6seas (osteocitos) que juegan un papel
importante en la traduccion de las tensiones mecéanicas, que surgen de la carga
fisica de todos los dias, y en el proceso bioquimico celular para regular el

remodelado 6seo conocido como mecanotransduccion.

En su escala nanométrica el hueso esta constituido por una plétora de proteinas y
polisacéaridos, cuya composicion principal son las fibrillas de colagena que se
estabilizan con enlaces cruzados y con nanoparticulas de minerales incrustadas
entre las cabezas y las colas de las moléculas de colagena con diametros entre 35
a 60 nm y hasta 1 um de longitud. Las moléculas de colageno forman una matriz,
de tal manera que las moléculas de colagena estan escalonadas cada 67 nm con
espacios de 50 nm entre las moléculas, en donde se encuentran las particulas de

HA, mineral que tienen un tamafo aproximado de 50 nm x 50 nm x 2 nm (Figura 1).

Estas fibrillas estan mineralizadas por los cristales de HA de manera anisotropica.

2,4
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Figura 1. Estructura jerarquica del hueso.®

1.1.2 Neovascularizacion

El hueso esta altamente vascularizado, su proceso de neovascularizacion juega un
papel importante en el proceso del desarrollo 6seo (osificacion endocondral e
intramembranosa), regeneracion y remodelacion. La neovascularizacién envuelve
dos procesos, la angiogénesis y la vasculogenesis.® La angiogénesis involucra la
proliferacion de células endoteliales locales para la produccion de nuevos vasos
sanguineos, mientras que la vasculogenesis se encarga de la formaciéon de la red
vascular a partir de células progenitoras, angioblastos o hemangioblastoma. Los
vasos sanguineos juegan un papel muy importante ya que aporta al sistema éseo
la oxigenacion, nutricion y remociéon de desechos de material biolégico.®’

El desarrollo éseo puede ser por 2 tipos de procesos: osificacion intramembranosa
y endocondral. La osificacion intramembranosa es el mecanismo principal que
conduce al desarrollo de huesos planos. Este proceso esta relacionado con una
diferenciacion directa de células troncales mesenquimales en osteoblastos,
iniciando con una membrana fibrosa que posteriormente serd reemplazada por
hueso esponjoso; mientras que la osificacion endocondral es tipica de los huesos

largos y la base craneal, este proceso tiene una etapa intermedia de cartilago.5

11
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El desarrollo y mantenimiento de la formacién de hueso endocondral e
intramembranoso dependen de la red vascular 6sea.®’

El hueso es un tejido dinAmico que se encuentra en un proceso de continua
remodelacion. En la remodelacion 6sea participan células denominadas “unidades
multicelulares 6seas” (UMB, Figura 2), en las que se encuentran los osteoclastos,
células encargadas de la reabsorcion 0sea, osteoblastos células formadoras de
hueso y osteocitos células mecanosensoras que monitorean el estrés mecéanico.”1°
La remodelacion tiene basicamente cuatro etapas:

1) Fase de activacion; la cual inicia con la muerte celular de los osteocitos
causada por microdafio 0seo, la disminucién de los niveles de esclerostina activa a
la UMB. En esta fase las células precursoras de osteoclastos son reclutadas a la
superficie ésea dafiada, se producen sefiales de alerta para reclutar células
inmunes y mediadores del proceso inflamatorio como angiopoyetinas, proteinas de
alta movilidad del grupo 1 (HMGB-1), citocinas como el factor de crecimiento similar
a la insulina tipo | (IGF-1) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B)
inducen la diferenciacion de osteoblastos, el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (b-FGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), activa
la accidon de los osteoclastos e inhiben a los osteoblastos, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) junto con el IGF-I contribuyen a la induccién
de la formacion de callos, liberada de la matriz ésea, y la activaciéon de la
diferenciacion de osteoblastos.

2) Fase de reabsorcion, cuando el osteoclasto maduro degrada la matriz
mineralizada, las principales sefales se dan a partir del factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) y el receptor activador de ligando del factor nuclear
kappa-B (RANKL) que promueven la diferenciacion de los precursores de
osteoclastos y la supervivencia de los osteoblastos activos.

3) Fase de reversion, los osteoblastos activados son reclutados migrando a
la zona dafiada y los osteoclastos sufren apoptosis; terminando con la fase de
formacion, donde los osteoblastos depositan una nueva matriz 0sea organica que

posteriormente se mineraliza, donde algunos osteoblastos activos quedan

12
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atrapados en la matriz que secretan y posteriormente se diferencian en osteocitos
maduros. Todas estas fases juntas contribuyen a la formacion de un hueso

remodelado completo que es estructural y funcionalmente similar al anterior.1%:11

F. Formacion

D RANKL
S
L OPG/ . RANK
\ si “ ) : * . © F. Reversién
eoblastos = \
X 1
Rl ‘ / a;.:/ . ’
' osteotitos - a2 Pl Osteoclastos
. o S TGF-b VEGF
(D) HMGB-1 bFGF 1 F. Activacion

F. Reabsorcion M-CSF PDGF
sclerostin  IGF

Figura 2. Esquema representativo de las moléculas expresadas durante el proceso de
remodelacion. Fuente propia.

La fisiologia del tejido 6seo se ve intervenida de individuo a individuo dependiendo
de la zona anatdmica, de la presencia de lesiones traumaticas y de enfermedades
patoldgicas, incluidas la osteoporosis, la osteoartritis, la osteogénesis imperfecta y
la enfermedad de Paget, que pueden afectar las funciones 6seas normales
provocando fracturas o defectos 6seos®.

Aunque el hueso tiene la propiedad intrinseca de repararse a si mismo, si existe un
dafio que supera el punto critico o el limite de la capacidad de autorrenovacion del
hueso (+ 2 cm)3, se necesitan estimulos externos para iniciar la regeneracion 6sea
restaurando los volimenes y las funciones normales del hueso.31213

Los tratamientos tradicionales para dichos defectos son los trasplantes de injertos
0seos, representando el segundo procedimiento mas comun después de la sangre,
con una demanda de mas de 2.2 millones de injertos anualmente en todo el mundo

en ortopedia y odontologia®.

13
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Debido a la alta demanda de cirugias, el valor de mercado de los injertos 6seos y
materiales relacionados que alcanzo los 2.400 millones de délares en el 2016 y que
se espera que rebase los 11.500 millones de dolares en el afio 2025, la ingeniera
de tejidos y la medicina regenerativa esta en blsqueda de nuevas estrategias para
lograr su regeneracién funcional.®

Por otro lado, la extraccion de hueso de sitios donantes autdlogos o aloinjerto es un
procedimiento costoso e invasivo, que se asocia con procedimientos quirdrgicos
adicionales en pacientes de edad avanzada, con un mayor riesgo de infeccién y la
posibilidad de transmisién de enfermedades o rechazo en el caso de los aloinjertos.!
Por lo cual, las investigaciones en el campo de la ingenieria de tejido dseo existe
una necesidad de realizar aportaciones con el desarrollo de nuevas estrategias en
el disefio de andamios, con tratamientos efectivos y compatibles ante tal demanda

que va en aumento.?

1.2 INGENIERIA DE TEJIDOS
La ingenieria de tejido es un campo multidisciplinario en donde conjuntamente
trabajan los principios de las ciencias de los materiales, ciencias bioldgicas, y la
traslacion a la clinica.
La ingenieria de tejido 6seo surge como un tratamiento terapéutico alternativol!
cubriendo los problemas de insuficiencia de donantes, limitaciones de suministro y
rechazo inmune de los injertos del tejido 6seo. El objetivo es desarrollar sustitutos
0 constructos biolégicos temporales que regeneren, mantengan o reemplacen la
estructura y funcion del tejido dafiado®® y entre sus estrategias esta la construccion
de estructuras tridimensionales (3D), comunmente denominados andamios
6seos,12131415 que permitirdn crear un entorno de apoyo en combinacién con
suplementos bioldgicos y células que imiten la matriz extracelular (MEC) del tejido
nativo para el crecimiento del tejido 6seo0.131 Sin embargo, la ingenieria de tejido
0seo0 aun esta en la busqueda de un sustituto 0seo ideal que permita replicar los
rasgos esenciales del hueso nativo como son:*°

- Osteogénesis: Se define como la capacidad de un tejido reconstruido para
formar tejido 6seo nuevo. Este es el requisito clave para el uso clinico potencial de

un material en regeneracion osea.61°

14
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- Osteoconductividad: Esta caracteristica es definida como la habilidad de
proveer una conexion tridimensional entre los capilares del hospedero, tejido
perivascular y células osteoprogenitoras dentro del andamio o implante.6:19

- Osteoinduccion: Habilidad del material para estimular la especializacion de
las células indiferenciadas hacia un linaje osteoblastico.'?

- Osteointegracion: Habilidad de un material para integrarse y fusionare con
el hueso nativo después de ser implantados y remodelado.!®

- Biocompatibilidad: De acuerdo con la sociedad europea de biomateriales en
Chester (UK), en 1986: es definida como la habilidad del material para provocar una
respuesta adecuada del organismo hospedero en una aplicacion especifica.6:1°

- Propiedades Fisicoquimicas: presentar excelentes propiedades quimicas,
fisicas y mecanicas que permitan una adecuada reaccion del tejido después de ser
implantado.t?

El disefio de un andamio para regenerar los tejidos 6seos debe cumplir ciertos
requisitos (Figura 3)%20
e Presentar un arreglo 3D altamente porosa con una red de poros
interconectados. Los parametros de la estructura (tamafio y distribucion de
los poros, forma y orientacién de los poros, area superficial especifica?®,
interconectividad de los poros, etc.) deben optimizarse para permitir la
migracion, crecimiento e integracion de grandes cantidades de células asi
mismos que permita la transferencia de nutrientes, moléculas de oxigeno y

desechos metabdlicos.1:12. 14,20

e Deben tener sefiales fisicas y/o quimicas de superficie, adecuadas para la

unién, diseminacion, proliferacion y diferenciacion celular.*1?

e Debe proporcionar propiedades mecanicas apropiadas (resistencia,
tenacidad, elasticidad, etc.) que satisfagan las necesidades de diferentes
tipos de células o que coincidan con las de los tejidos circundantes en los

sitios de implantacién.11214.15.20.
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Figura 3. Disefio de andamio para tejido éseo.

Estas propiedades han demostrado un potencial para ayudar a la regeneracion
O0sea, modulando el proceso de cicatrizacion y proveyendo un soporte mecanico
para el proceso de colonizacion celular permitiendo en paralelo la produccion de
una nueva matriz extracelular 6sea y la degradacion del material por hidrolisis o
actividad enzimatica, logrando que el tejido pueda recubrir el defecto sin necesidad

de una intervencion clinica para removerlo.

Los materiales mas usados para los sustitutos 6seos son los polimeros naturales o
sintéticos, ceramicos, metalicos y compuestos.® 1420

El disefio y desarrollo de andamios que remplacen la forma y funcién del tejido 6seo
es aun un desafio en el area de investigacion®®, convencionalmente, se han aplicado
diversas técnicas, tales como lixiviacion de sal, formacién de gas, separacion de
fases, electrohilado, hilado por propulsion de gas y procesos combinados; sin
embargo, los métodos tienen algunas limitaciones, como la baja capacidad de
control del disefio de poro interno (tamafio de poro, interconectividad de poro) y
formas 3D especificas.

Para superar las limitaciones de estos métodos, se ha usado una tecnologia de
fabricacion avanzada, denominada impresion aditiva capa por capa o impresion
3D_3,21
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1.2.1 Bioimpresién 3D

La impresion tridimensional (3D) también conocida como fabricacion aditiva o
creacion rapida de prototipos capa por capa, es una técnica versatil que permite la
fabricacion de andamios tridimensionales, con alta complejidad estructural,
personalizados, con flexibilidad de disefio y manipulacion de diversos materiales
como polimeros, ceramicas, metales y compuestos.31

La impresion 3D tiene un gran potencial para convertirse en una técnica de
fabricaciébn comun en medicina, utilizando datos de pacientes a partir de tomografias
computarizadas, resonancia magnética y archivos de disefio asistido por
computadora (CAD).314.21.22

Los archivos de disefio asistido por computadora (CAD) se utilizan para disefiar y
editar los andamios en conjunto con programas utilizados para analizar las
geometrias y restricciones de impresiéon como Slic3r que ademas permite generar
una ruta de impresién conocida como codigo G, este codigo es el encargado de
comunicar a la ruta de impresion los parametros deseados como velocidad,
ubicacion, etc. a la impresora,?® la cual consta de un cabezal y una boquilla que
pueden moverse horizontalmente (direcciones X,Y) y verticalmente (direccién Z)!
directamente con la impresora 0 con programas como lo es Repetier host que nos
da una representacion visual de la impresora 3D.2324

La impresién 3D ha ido evolucionando con varios métodos de deposicion de tinta,
en donde encontramos la técnica bioimpresion 3D o biofabricaion.'3?! La
biofabricacion recibe el nombre debido a que se logra la impresién de andamios con
tintas cargadas con células vivas, biomoléculas con o sin un material portador de
manera simultanea (Figura 4)13 22-27

La bioimpresion 3D ademas de tener aplicaciones en la medicina regenerativa,
también se usa para la sintesis de modelos complejos para el estudio de la biologia
del desarrollo, biologia celular, farmacocinética personalizada y patogénesis de la

enfermedad. 21.24
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Hidrogel

Defectos

Biotinta

\O e
.d\«\p“"s Implantacién de
° @ andamio

Figura 4. Representacién esquematica de la aplicacién de la bioimpresién 3D de
andamios en la ingenieria de tejido 6seo. Fuente propia.

Las ventajas que presentan los andamios 3D impresos son!425:26;
e Tener una forma personalizada,
e Tamafio de poro / porosidad a medida,
e Propiedades mecanicas ajustadas,
e Tener un control preciso de la distribucion celular,

e Tener alta resolucion, escalabilidad y rentabilidad.

Mecanismos de bioimpresién

Existen diferentes métodos para la bioimpresién 3D de andamios: 2°

1) Bioimpresién basada en extrusion (EBB) consiste en la dispensar la biotinta
utilizando una bomba de fuerza aérea, un solenoide o un émbolo.?>26,

La dispensacion 3D se controla neumaticamente alterando la presion del aire,
depositando continuos filamentos. Este método tiene una resolucion relativamente
pobre, entre 50 - 1000 um como el 6ptimo?3, pero es particularmente adecuado para
biotintas con altas viscosidades y alta densidad celular. Por ello, permite la
produccion de construcciones que se asemejan mejor a la densidad celular del tejido

nativo, permitiendo preservar la viabilidad celular post-impresion del 40-90%26:27 y
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mediante el uso de sistemas de impresion multicanal permiten obtener altos niveles
de complejidad estructural y funcional, como cartilagos y hueso.??

Las viscosidades habituales de las biotintas para este tipo de impresion se
encuentran en el rango entre 6-30 x 10’ mPa/s?3, esto hace que la técnica de EBB
sea el método mas utilizado para la fabricacion de andamios debido a que es de un
costo moderado en comparacién con la resolucién que proporciona?’:28

2) Bioimpresion basada en inyeccion de tinta (IBB) o también conocida como
bioimpresion basada en gotas (DBB), permite la deposicion de soluciones
poliméricas, suspensiones coloidales y suspensiones celulares en forma de gotitas
liquidas con un diametro de 50 um, utilizando biotintas de baja viscosidad (3-12
mPa/s) y baja densidad celular a velocidades de cizallamiento relativamente altas
(105-108)2527, Actualmente se utilizan cuatro métodos diferentes para formar las
gotas: chorro de tinta, chorro electrohidrodinamico, eyeccién de gotas acusticas y
microvalvulas®222°, Las ventajas de este tipo de bioimpresién es su alta velocidad,
bajo costo, y la viabilidad celular es > 85%. Esta técnica tiene una resolucion mas
alta que la EBB y es superior para generar microtejidos, sin embargo, tiende a una
falta de precision en la colocacién y el tamafio de las gotas?%2327.28

3) Bioimpresién asistida por laser, técnica utilizada en ingenieria de tejidos con una
garantia razonable, utiliza un pulso de luz dirigido a través de espejos sobre una
capa de biotinta sobre el sustrato, su procesos de impresion esta basados en la
estereolitografia, la construccion final se obtiene mediante ciclos repetidos de
fotopolimerizacion del biomaterial liquido, se abstiene del contacto directo entre la
biotinta y el dispensador, por lo cual evita la obstruccion del material y células, es
de alta precision y resolucién, compatible con varios materiales de alta viscosidad
(1-300 mPa/s) y tiene la capacidad de mantener una viabilidad celular >95%, es de

alto costo y el tiempo de impresién es largo.?>2’

El éxito de la bioimpresion y de las construcciones impresas esta relacionado con
diferentes factores relacionados con las biotintas y la naturaleza de la superficie del

andamio?7-28
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Inyeccion de tinta Asistida por laser Extrusion

Térmico Piezoeléctrico

” Embolo, pistén o tornillo
Laser pulsado 3

Capa absorbente
de eTrgia

Capa donante
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Actuador \
Capa de biotinta
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Figura 5. Métodos comunes de impresidn. a) Bioimpresion por inyeccidn de tinta, b)

bioimpresion asistida por laser y c) Bioimpresidn por extrusion. 28

1.2.3 BIOTINTA
La biotinta es el punto clave y componente principal de la bioimpresion 3D, la cual
permitira la encapsulacion de las células, su viabilidad e integridad antes, durante y

después del proceso de impresion3-31

La biotinta es por si misma una mezcla de biomateriales (hidrogeles) que deben
tener la capacidad de ser impresos, la cual consta de dos etapas:??

1. Etapa de pre-extrusion: Incluyen el precursor (proceso de obtencién de la
biotinta) y la viscosidad que es un parametro crucial para la formulacion de
la biotinta ya que afecta tanto la fidelidad de impresién como la eficiencia de
encapsulacion celular, distribucién celular y biocompatibilidad 222332

2. Etapa de post-extrusion incluye la estabilidad fisiologica después de la
reticulacion de las estructuras impresas en 3D, y la fidelidad de impresion
asociada con la resistencia mecanica para autosostener una estructura 3D

después de la impresion?223
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Los biomateriales de primera eleccién para la composicion de las biotintas son los
hidrogeles, los cuales por su propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas tienen la
capacidad de recapitular el microambiente celular e imitar la matriz
extracelular318.22,33.34

Los hidrogeles son redes poliméricas altamente hidrofilicas reticulados fisica
(irreversibles) y quimicamente (reversibles)?®, son absorbibles, y tiene una
excelente integracion con los tejidos circulantes evitando una respuesta
inflamatoria® asi como también pueden controlar varias funciones celulares como:
la adhesién, migracion, proliferacion y diferenciacion 183334y aumentar su efecto al
ser cargados con agregados celulares, matriz extracelular descelularizada (AMEC),
moléculas bioactivas y nanoparticulas.??

Los hidrogeles se clasifican de acuerdo con su origen: naturales o sintéticos, los
mas utilizados en el campo de la bioimpresion 3D son los hidrogeles naturales como
la agarosa, alginato, quitosano, colagena, gelatina, fibrina y acido hialurénico (HA),
gue ofrecen bioactividad inherente, muestran un parecido estructural con la MEC,
excelente biodegradabilidad y baja inmunogenicidad.333:34

Uno de los hidrogeles que se usa ampliamente en la bioimpresion 3D es la gelatina,
debido a que tiene una composicion casi idéntica al colageno, el componente
principal de la MEC natural, tiene una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad.32°
Sin embargo, la gelatina nativa no se ha utilizado sola para la bioimpresion 3D
porque su gelificacion depende de la transicion sol-gel reversible que es
dependiente de la temperatura, la cual afecta a la viscosidad de la impresién, por lo
tanto se utiliza en combinacién con otros polimeros como el alginato.323

El alginato es un polisacarido derivado de algas marrén, constituidos por el &cido
manurdnico y gulurdnico, tiene una estructura similar a los glucosaminoglicanos
encontrados en la MEC del cuerpo humano. Se utiliza cominmente en biomedicina
debido a su biocompatibilidad, baja citotoxicidad, bajo costo y gelacién rapida en
condiciones fisiolégicas sin formar subproductos dafiinos.32334

La gelacion de alginato puede inducirse facilmente en presencia de cationes
divalentes como Ca?*y Ba?*, formando puentes entre cadenas de polimeros, lo que

permite el entrecruzamiento fisico y la solidificacion, dado que la gelacion rapida
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conduce a una buena capacidad de impresién, la mayoria de los métodos de
bioimpresién actuales han utilizado alginato o alginato mezclado con otros
biomateriales.3236

El principal inconveniente de los hidrogeles es su falta de resistencia mecanica, es
decir son mecanicamente débiles, fragiles y quebradizos, lo cual ha limitado sus
aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo, sin embargo, se han desarrollado
hidrogeles con nanomateriales.3?

Los nanomateriales han ganado rapidamente interés dentro del area de ingenieria
biomédica durante los Ultimos afios, ya que su incorporacién en una matriz de
hidrogel se ha utilizado para agregar nuevas funcionalidades a las biotintas como
propiedades mecdanicas, eléctricas, Opticas, magnéticas, de respuesta a estimulos,
control sobre el comportamiento celular, mejoras en la capacidad de impresion, y
una alta area superficial especifica, incluso pequefias concentraciones de estos
nanomateriales pueden afectar significativamente las propiedades de una red de
hidrogel. Las propiedades Unicas de los nanomateriales se han aprovechado para
muchas aplicaciones biomédicas, incluidas la obtencidbn de imagenes, la
administracion de farmacos, las terapias contra el cancer y el desarrollo de
biosensores.®

Los nanomateriales inorganicos de usados para el desarrollo de hidrogeles
nanocompuestos incluyen nanoparticulas (NPs) metélicas (Au, Ag, Cu, etc.), NPs
ceramicas (silice mesoporosa, O0xido de zirconio, aluminato de zinc, etc.), NPs
magnéticas (Fes3Os), y NPs de polimero (nanocelulosa, nanopolietilenglicol
(nanoPEG), nanometacrilato gelatina, etc.)?

Las biotintas compuestas tienen una osteoconductividad excelente debido a su fase
mineral similar a la del hueso humano?' y se ha reportado que la adicién de estas
nanoparticulas mejora la adhesion y la proliferacion celular.1#1°

Sin embargo, la basqueda de las combinaciones para una biotinta depende del
tejido a regenerar y del tipo de disefio e impresion a utilizar, por ello se ha englobado
gue una biotinta ideal deberia tener una viscosidad en el rango de 30 mPa/s a 600
kPa/s, contener sefalizacion celular y moléculas de union celular para inducir una

respuesta celular favorable, poseer propiedades mecanicas apropiadas para la
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aplicacion y exhibir procesos de gelificacion rapidos (para mantener la resolucion) y
citocompatibles.?-37

En el caso de tejido 6seo se requiere biotintas compuesta para mejorar la capacidad
de impresion razonable y obtener impresiones con una resoluciéon relevante,?
fidedigna,?® y con alta actividad celular que permita funciones celulares adecuadas
e integracion tisular, 32423 las cuales aun estan lejos de ser ideales y es un campo
de investigacién nuevo que busca en la nanotecnologia la mejora de los procesos

de adicion capa por capa.
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2.1 JUSTIFICACION

Con los afios la lista de requisitos para los materiales con aplicacion biomédica ha
cambiado sustancialmente, las especificaciones deseadas han evolucionado a
partir de ser considerados bioinertes, no degradables y no inmunogénicos para
buscar materiales bioactivos, biodegradables e inmunomoduladores.
Recientemente las técnicas de biofabricacion aditiva a escala nanométrica y
micrométrica en tres dimensiones proporciona un enfoque novedoso para la
regeneracion de tejidos utilizando andamios de tejido biomiméticos personalizados,
permitiendo la combinacion de varios biomateriales para crear andamios celulares
compuestos, complejos con propiedades mecanicas adaptables y funcion bioldgica
controlada espacialmente.

Como elementos béasicos de la biofabricacion se encuentran:

1) Andamios o materiales de sustrato base,

2) biotintas que funcionan como matriz extracelular para las lineas celulares y

3) modelos computacionales coadyuvantes para la elaboracién del andamio.

Sin embargo, la falta de biotintas adecuadas ha sido identificada como un
importante obstaculo para el rapido progreso del campo de la biofabricacion 3D
abriendo oportunidades y retos asociados a la busqueda de biopolimeros,
bioceramicos especificos para el disefio de andamios ideales para la regeneracion

del tejido 6seo.
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2.2 OBJETIVO GENERAL

Obtencién de un andamio tridimensional por la tecnologia de fabricacion aditiva para

aplicacion en la ingenieria de tejido 6seo.

2.3 OBJETIVO ESPECIFICOS

X/
0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Estandarizar una biotinta a base de polimeros y ceramicos para
bioimpresién 3D.

Disefar y fabricar andamios por fabricacion aditiva 3D.
Caracterizacion de los andamios 3D.

Determinar las propiedades mecanicas del andamio 3D.

Determinar la respuesta de viabilidad/proliferacién celular en los
andamios 3D.

Evaluar la diferenciacion celular en los andamios 3D.

2.4 HIPOTESIS

La sintesis de una biotinta compuesta permitird la obtencibn de andamios

multifuncionales y a multiescala por la técnica de fabricacion aditiva como estrategia

para la ingenieria de tejido 6seo.
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A

Tipo de estudio: Estudio experimental in vitro

Tabla de Variables dependientes

Criterios de eliminacién: Andamios 3D contaminados

Criterios de inclusion: Andamios 3D con una densidad celular 1x10%

Criterios de exclusion: Andamios durante su manipulacion se rompan.

Escala
e e e s Naturaleza de
. Definicion e s ., . .
Variables Definiciéon operacion de la medicién
conceptual .
variable de la
variable
Ensayo colorimétrico
gue se basa en la
reduccion de una sal de
tetrazolio a partir de una
Ensayo de | enzima deshidrogenasa o Razon
o . . Cuantitativa
XTT viabilidad mitocondrial y de la Continua
celular presencia de NADH
presentes solamente en
células
metabodlicamente
activas
Deteccion visual de la
L, L, deposiciéon de las sales
Tincion Tincion de P . . o
. , de calcio mediada por | Cualitativa
alizarina noédulos de ) ) . ) .
) _ las células usando el kit | dicotomica | Nominal
roja calcio o o
de tincién de alizarina
roja S
.. Ensayo colorimétrico,
Actividad de y
) se basa en la o
Fosfatasa la enzima S, Cuantitativa )
) desfosforilacion de . Razdn
alcalina fosfatasa ) Continua
alcalina pNPP por la enzima
ALP
Prueba Ensayo que mide la L
., , . ., Cuantitativa 3
Extrusion mecanica de | fuerza de extrusion de . Razodn
. ) . Continua
un fluido. un fluido viscoso
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Ensayo que mide la

Prueba . o
., .. fuerza aplicada a un Cuantitativa
Compresion | mecéanica de . .
. material hasta su Continua
un material
ruptura.
Tabla de Variables independientes
L L Escala de
. Definicién Definicién Naturaleza de L
Variables L . medicion de
conceptual operacion la variable .
la variable
: Mezcla de
Hidrogeles . .
naturales biomateriales
. : . (hidrogeles) que Cualitativa .
Biotinta biocompatibles . . Nominal
y deben tener la policotomica
. capacidad de ser
biodegradables P .
impresos
Impresién de
andamios con
tintas cargadas
Técnica de . L, con células vivas, o
. -, Bioimpresion . , Cualitativa .
impresién . biomoléculas con . Nominal
por extrusion . . dicotémica
3d 0 sin un material
portador de
manera
simultanea
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3.1 Cultivo celular

En este trabajo fueron utilizadas lineas celulares osteoblasticas humanas: MG-63
(ATCC® CRL-1427™, Manassas, VA, USA), Saos-2 (ATCC® HTB-85™,
Manassas, VA, USA) y osteoblastos fetales humanos (hFOB 1.19 ATCC® CRL-
11372) todas mantenidas en medio de cultivo DMEM ( Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Corning, NY, USA) suplementado con suero fetal bovino (SFB 10%,
Corning NY, USA) y antibioticos (estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 Ul/mL
and fungisona 0.3 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA), 100mM de
aminoacidos no esenciales y 100 mM de piruvato de sodio. Los cultivos fueron
incubados a una temperatura de 37°C, 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente
con 100% de humedad. El medio fue removido cada 3 dias, hasta alcanzar un 90%

de confluencia celular. Las lineas celulares fueron usadas en el pasaje 3 al 6.

3.2 Preparacion de una biotinta compuesta.

Alginato de sodio al 2% estéril (120,000-190,000 g/mol and M/G ratio of 1.56,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA); gelatina tipo B al 10% estéril (Bovine skin type-
B, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA), fueron disueltos en suero fetal bovino (SFB)
a una temperatura de 37°C. A la biotinta se coloc6 0.5 g de nanoparticulas de 6xido
de circonio (ZrOz2, (p/v)). Posterior a su desarrollo composite, se les adiciond una
densidad celular de 1x10® cel/mL e inmediatamente transferidas a la jeringa de
impresion para el desarrollo de los andamios impresos 3D.

3.3 Propiedades mecanicas

a) Ensayo de extrusion
La biotinta con y sin presencia de una densidad celular (1x10° cel/mL) fue colocada
en una jeringa 5 mL, posteriormente se colocé en una maquina de prueba universal
Instron. Para el ensayo de extrusion se utilizaron dos velocidades la primera
ajustada a 15 mm/min y la segunda a 25mm/min que son determinadas via software

de impresion. Para cada ensayo de extrusion se utilizaron 5 mL de las biotintas.

30



Capitulo i Metodologia

b) Ensayo de compresiéon
Las propiedades mecanicas del andamio se determinaron mediante pruebas de
compresion en la maquina de traccion universal (Instron Modelo 5567, Reino Unido).
Los ensayos se les aplicaron compresiones con una carga de 100 N, con una
velocidad de 1 mm/min~1. El disefio de las muestras fueron cilindros con un diametro
de 9 mmy 5mm de altura. Para el estudio, se realizaron dos grupos: 1) las muestras
de Alginato-Gelatina y 2) las muestras de Alginato-Gelatina-ZrO2. Cada grupo
constaba de 10 muestras las cuales se promediaron para calcular el médulo de

Young ( E =0/ ¢€) donde E = mddulo de Young, o = tension y € = presion.

3.4 Impresion de Andamios

Los andamios (8.5 mm de didmetro x 1 mm de grosor) fueron disefiado en los
programas CAD vy Slicer. Se disefi¢ digitalmente un cddigo G en MATLAB (Version
9.4.0.813654, The MathWorks, Inc., Natick, MA, EE. UU.) para imprimir en serie un
andamio en cada pozo del plato de cultivo celular de 24 pozos. Los parametros para
la bioimpresion en 3D fueron establecido de la siguiente manera: el patron de rejilla
cartesiana tuvo una distancia entre filamentos de 500 um para permitir el transporte
de masa, cuatro capas de 250 um de altura, una velocidad de impresion de 10 mm/s
y una presion de 110 kPa. Los andamios fueron impresos por extrusion de tinta,
capa por capa (Pastecaster, BCN3D Technologies, Barcelona, Espafa) y con una
boquilla de 250 um. Después de la impresion, los andamios fueron gelificados en
50 pL de solucion de CaClz (100 mM, Lach-Ner, Neratovice, Republica Checa) a
10°C para la reticulacion iénica de alginato. Inmediatamente, se afiadieron 500 uL

de medio de cultivo celular y se incubaron a 37°C durante 21 dias.

3.5 Caracterizacion quimica de la biotinta (FITR)

La caracterizacion quimica de la biotinta se llevd a cabo por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FITR), asi como los andamios impresos 3D
después de someterlos a cultivo celular con y sin presencia de la densidad celular
una vez terminado cada tiempo de incubacion (14 y 21 dias). Este analisis nos

permitié evaluar cada uno de sus componentes en su forma nativa en manera de
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hidrogel y de composite. Para ello, las muestras se lavaron con agua bidestilada
tres veces y analizadas el equipo de FITR marca Shimatzu IR affinity (México). Los

espectros de infrarrojo se obtuvieron en los intervalos de 4000 a 500 cm™!

3.6 Actividad metabdlica CCK-8

La proliferacion celular se evalué con el kit CCK-8, ensayo colorimétrico que se basa
en la reduccion de una sal de tetrazolio a partir de una enzima deshidrogenasa
mitocondrial y de la presencia de NADH presentes solamente en células
metabdlicamente activas. Esta reduccion permite el cambio de color de amarillo a
anaranjado. Brevemente, los andamios impresos 3D fueron lavados con PBS,
después se le adiciono una solucion de CCK-8 (10 pL por cada 100 pL de medio)
incubandose a 37°C por 2 horas y pasado el tiempo la solucion fue trasferida a un
plato de 96 pozos y leido en un lector de (ELISA) a una longitud de onda de 450nm.
La concentracion del producto de formazan es directamente proporcional al nimero

de células metabdlicamente activas.

3.7 Ensayos de diferenciacion celular
Para evaluar la bioactividad de las células osteoblasticas una vez realizado la
impresion de los andamios 3D por la combinacion de la biotinta se realizaron las

siguientes evaluaciones:

3.7.1 Actividad de fosfatasa alcalina

La actividad ALP se evalué mediante un kit de ensayo colorimétrico ALP (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) que se basa en la desfosforilacion de pNPP por la enzima
ALP que genera un color amarillo. Brevemente, los andamios 3D fueron lavados
con PBS, después fueron transferidos a tubos eppendorf de 1.5 mL para ser lisados
con una solucién de 0.1% de tritdbn X-100 (ALP assay buffer) por 15 min en agitacion
y centrifugado a 4°C a 13,000 rpm por 15 minutos. De la solucion supernadante se
colocaron 60 pL en una placa de 96 pozos por triplicado y se ajusto el volumen de
las muestras a 80 pL con (ALP assay buffer). Se mezclo cuidadosamente y se

agregaron 50uL de la solucion de p-nitrofenil fosfato pNPP (5mM) a cada pozo
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muestra control y experimental e incubados a 25°C por 60 minutos, protegiendo la
placa de 96 pozos de la luz con papel aluminio, pasado el tiempo de incubacion de
reaccion, se agregaron 20 pL de solucion stop (NaOH) y las muestras fueron leidas
a una absorbancia a 405nm. La actividad de ALP se calculé como el pNPP generado
por las muestras durante la incubacién por unidad de volumen de muestra por
minuto de reaccion. Para obtener la actividad de la ALP se realizé una curva
estandar con la enzima ALP proporcionada en el kit de ensayo, que reacciond con

diluciones en serie de pNPP.

3.7.2 Alizarina roja

El fenotipo osteoblastico se determiné mediante la deteccion visual de la deposicidon
de las sales de calcio mediada por las células usando el kit de tincion de alizarina
roja S (ARS) con una solucion de 40 mM pH 4.2 (Osteogenesis kit, Millipore). Los
andamios 3D fueron lavados cuidadosamente con PBS y fijados con 4% de
paraformaldehido por 15 minutos, después fueron lavados tres veces con agua
destilada. Para detectar el mineral, los andamios impresos fueron tefiidos con
alizarina roja por 30 minutos, pasando el tiempo de incubacion fue retirada la
solucion de ARS y se realizaron varios lavados con agua destilada para remover el
exceso de colorante y fotografiado con un microscopio estereoscoépico (Olympus
DSX-HRSU, Tokio, Japén). Para cuantificar la ARS, los andamios se colocaron en
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se les adicionaron 200uL de &cido acético al 10%
por 30 minutos en agitacion. Pasado el tiempo los tubos fueron incubados a 85°C
por 10 minutos, posteriormente pasados a hielo por 5 minutos y centrifugados a
13,000 rpm por 15 minutos. Posteriormente, se agregaron 75 pl de hidréxido de
amonio al 10% para detener la reaccién. La solucién fue leida con una absorbancia

de 405 nm y se realizé una curva con concentraciones conocidas de ARS.
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Preparacion y caracterizacion de los andamios

Impresion 3D

Ensayos bioldégicos Caracterizacion

guimica
Proliferacion * FITR
celular
R
Alizarina roja \!1 . Ensayos mecanicos
Actividad d
ctividad de \}

e Extrusion
: * Compresion
fosfatasa alcalina

3.8 Estadistica

Los resultados de los ensayos de CCK-8, ALP, ARS y pruebas de compresion
fueron analizados en el paquete estadistico GraphPad Prism. Las diferencias
estadisticas entre grupos fueron analizadas con ANOVA de 2 vias y Turkey Post-
Hoc para la comparacién entre grupos, representando la significancia + desviacion

estandar. La significancia estadistica fue definida con una p < 0.05 para un intervalo
de confidencia del 95%.
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4.1 Preparacion de una biotinta compuesta.

Para comenzar la sintesis de la biotinta se llevaron a cabo combinaciones de los 3
materiales elegidos (alginato, gelatina y nanoparticulas). Cabe destacar que dicha
combinacion nos arroja que se aumenta la viscosidad de la biotinta, no permitiendo
que fluya contra la gravedad (Figura 6a). Esto es una gran ventaja ya que se
mantiene la integridad de la biotinta y ello puede permitir la extrusion por parte de la
bioimpresora para el disefio de andamios 3D. Previamente para poder validar que
no se obstruyera la jeringa, se realizaron impresiones a manera de gota, donde se
puede observar que la composicion y concentracion de los polimeros utilizados son
las 6ptimas (Figura 6b). Asimismo, evaluamos el proceso de gelificacion con cloruro
de calcio (CaClz) a una concentracion de 10 mM durante 5 minutos. Permitiendo la
gelificacion total de los andamios impresos de diferentes didmetros circulares
(Figura 6b).

Alginato Alginato
Gelatina Gelatina
ZI’Oz

Figura 6. Biotinta antes y después de su gelificacién. a) Fluidez de diferentes biotintas. b)
Perlas gelificadas después de 5 minutos en cloruro de calcio (CaCl,).

36



Capitulo IV Resultados

4.2 Propiedades mecanicas

a) Ensayo de extrusién
Se midio la fuerza de extrusion de la biotinta con y sin la presencia de una densidad
celular de 1x10° cel/ ml. En la figura 7 se muestra el grafico que corresponde a la
extrusion de la biotinta durante una fuerza aplicada, como se observa, la adicién de
células no afecta la fuerza de extrusion y en contraste la alta rapidez de extrusion

requiere mas fuerza para imprimir la biotina.

E. Extrusion

S/C 15 mm/min
S/C 25 mmy/min

C15 mmymin  m——
C25 mm/min  ——
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Figura 7. Ensayo de extrusién. a) Fotografia de la biotinta dentro de la jeringa de extrusion.
b) curvas de la fuerza de inyeccién registrada en biotintas con y sin células a dos diferentes
velocidades de extrusiéon 15mm/miny 25mm/min.

b) Ensayo de compresién

En la figura 8 podemos observar la Curva esfuerzo-deformacion de los andamios,
la cual nos indica la fuerza aplicada en los andamios hasta su total deformacion
llegando a la ruptura, en la figura 8b se muestra el comportamiento que tuvieron los
andamios con nanoparticulas oxido de zirconio, los cuales tiene una deformacion
mayor que los andamios solos antes de la ruptura.

Con los datos arrojados de la curva se obtuvo el valor promedio del médulo, para
los andamios con nanoparticulas de 6xido de zirconio su médulo de Young obtenido
fue de 75.10 £ 5.635 MPa, mientras que de los andamios solos fue de 45.99 + 3.734
MPa, sin embargo, el valor del modulo de Young tangente en los andamios con las
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nanoparticulas de 6xido de zirconio fue de 251.5 £ 17.54 MPay el de los andamios
solos fue de 201.5 + 18.68 MPa.

Ambos andamios mantuvieron una similar tension en la dltima carga, que es la
maxima tension a la que se ha sometido el material durante el ensayo. Los
andamios con nanoparticulas presentaron una tension promedio de 0.9540 + 0.05
MPa y los andamios solos de 0.9333 + 0.05383, estas propiedades nos hablan de
cuanto resiste el material hasta su ruptura. Como se muestra en el grafico 8b y 8d
los andamios con nanoparticulas presentan una mayor tensibn maxima con un
mayor porcentaje de deformacion en comparacion con los andamios sin
nanoparticulas, asi mismo el médulo de Young es mayor en los andamios con

nanoparticulas.

b} E. Compresion

C]‘ E. Compresion
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Figura 8. Ensayo de compresion. a) Muestra cilindrica de la biotinta (alginato-gelatina-Zr0O,)
con didmetro de 9mm x 5mm de grosor, colocado en las platinas de la maquina Instron. B)
Curva fuerza-deformacién de los andamios con ZrO,, mostrando su comportamiento al
aplicar una fuerza sobre ellos hasta su ruptura C) Curva fuerza-deformacién de los
andamios sin ZrO, y su comportamiento al aplicar una fuerza sobre ellos hasta su ruptura.
d) Gréfica del mddulo de Young o eldstico de los andamios con y sin nanoparticulas de ZrO;
medido en Megapascales. E) Grafica de mddulo de Young tangente o inicial de los
andamios con y sin nanoparticulas de ZrO,, medido en kilopascales. F) Grafica de la tensién
maxima, fuerza aplicada en la ultima carga ante la ruptura de los andamios con y sin
nanoparticulas de ZrO..
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4.3 Caracterizacion quimica de la biotinta (FTIR)

Como se muestra en el espectrograma del alginato en la figura 9, al combinarlo con
agua destilada, se observa que disminuye la intensidad de los picos caracteristicos
de sus grupos funcionales que son: el enlace C-H (2062 cm™ — 2932cm-?), el grupo
carboxilo COO- en 1610 cm™, el enlace C-O (1299cm™? - 1337 cm™) y el enlace C-
O-C en 1094 cm, aumentando la banda del enlace O-H en 3454 cm-! que

corresponde al agua.3®

Alginato P =———
Alginato H

H Grupo

a0 —| ! funcional | em™
7 O-H (Alginato)
] H O-H 3454
. i 2962-

70| | CH | 2932
] ! COO- | 1610
g i 1337-
. ! c-0 1299

] i c-0-C | 1094

T e B T T L B B s B e B L s s s s s s e
4000 2500 2000 2500 2000 1730 1500 150 1000 750
dg

NUMERQ DE ONDA CM™?

Figura 9. FTIR del alginato de sodio. El espectrograma en color azul corresponde al alginato
de sodio (polvo) y el espectrograma en color verde corresponde al alginato de sodio
(hidrogel).

En el siguiente espectro se muestran dos espectrogramas, uno donde se observan
las bandas caracteristicas de los grupos funcionales de la gelatina, en 1630 cm
que corresponde a Amida I, en 1550 y 1453 cm™ a Amida Il y en 1029 cm™ al enlace
C-O-C2, El otro espectrograma corresponde a la combinacion del alginato, gelatina

con las nanoparticulas de ZrO2z, donde podemos observar que las bandas
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caracteristicas del alginato tienen mayor intensidad que las de la gelatina por lo que

en el espectrograma de la biotinta ambos picos se sobreponen.
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Figura 10. Espectrogramas de FTIR de la gelatina (polvo) y la biotinta (Alginato, Gelatina y
Zr0,). Espectrograma en color azul corresponde a la Gelatina y en color gris, espectrograma
de la biotinta.

Por ultimo, en la figura 11 se muestra los espectrogramas de la gelatina, alginato y
al llevar a cabo la combinacion para el disefio de la biotinta, mostrando la diferencia
de los espectros al ser combinados. Ademas, en el espectro de la biotinta se

observa la banda caracteristica del enlace Zr-O en 758 cm™.38
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Figura 11. Comparacion del FTIR de la biotinta y sus componentes. Espectrograma en color
gris correspondiente a la biotinta, espectrograma en color rojo que corresponde al Alginato
de sodio y en color azul el espectrograma de la gelatina.

4.4 Impresion de andamios
Por los ensayos de extrusién se obtuvieron datos que nos han permitido llevar al
disefio de andamios en 3D (Figura 12). Asimismo, las propiedades mecénicas de la
biotinta en conjunto con su viscosidad han llevado a optimizar la extrusién que han
permitido que los andamios mantuvieran su geometria antes y después del proceso
de entrecruzamiento con la solucion de cloruro de calcio (100 mM). Las variables
usadas para lograr la impresién de los andamios cilindricos 3D con dimensiones de
8.5 mm de diametro con un grosor de 1 mm se pueden reportar como:

1) Overlaping de 0.0

2) Multiplayer de 3.0

3) Boquilla de 250 pm.

4) Cama de la impresora sin temperatura
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Figura 12. Impresidn de andamios 3D. a) andamio cilindrico relleno retilineo, b) andamio
cilindrico con relleno tipo “honeycomb”. c¢) Andamio rectilineo de hidrogel. d) Andamio
cilindrico relleno lineal.

Los andamios impresos con la presencia de las lineas celulares (MG-63, Sa0S-2 y
hFOB) a una densidad (1x10°8 cel/mL) fueron impresos en serie; donde el tiempo
total de extrusion de la biotinta fue de 21 minutos el cual no afecto la integridad ni la
arquitectura de los andamios antes de entrecruzarse. La deposicion automatica
permitié la biofabricacion repetida con fidelidad del patrén cartesiano, facilitando el
desarrollo en serie de construcciones directamente en la placa de cultivo celular de

24 pozos, reduciendo el riesgo de contaminacion de las muestras (Figura 13).

BRODD PO D

Figura 13. Impresidon de andamios en serie. a) Trayectoria x-y-z de impresién en el plato de
cultivo de 24 pozos. b) Impresion seriada en platos de 24 pozos bajo condiciones estériles.
c) Pos-impresion, andamio en medio de cultivo.
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Los andamios fueron observados bajo el microscopio 6ptico como se muestra en la
figura 14, donde observamos que a los dias 7 y 21 de incubacion los andamios se

encontraban estructuralmente estables.

Figura 14. Andamios 3D de hidrogel con células. a, b) Imagenes épticas del andamio a 10x
al dia 7 y 21 respectivamente. ¢, d) imagenes dpticas del andamio a 40x al dia 7 y 21
respectivamente. El puntilleo negro corresponde a las células encapsuladas.

4.5 Proliferacion celular

Como un primer acercamiento a evaluar la respuesta celular de la biofabricacion,
se utilizaron células fetales osteoblasticas con la finalidad de estandarizar el
proceso. Por ello, se muestra la cinética de proliferacion de las células hFOB post-
impresion evaluada a 14 dias de cultivo (Figura 15).

En la gréfica se comparan las cinéticas de proliferacion con las combinaciones de
las biotintas usando como control de la cinética a la superficie del plato de cultivo
celular. Como se observa en la gréfica, la biotinta correspondiente a la combinacion
alginato/gelatina/ZrO2 presento una mayor proliferacion hasta los 14 dias de cultivo,
en comparacién con la biotinta de alginato/gelatina y el control donde a los 14 dias
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a)

mostraron una disminucion en la proliferacion. Sin embargo, por microscopia éptica
se puede apreciar el comportamiento de las células encapsuladas en la biotinta
durante 14 dias, donde al dia 1 se observan células redondeadas y con el tiempo

tienden a agruparse, mostrandose en estructuras tipo esferoides al dia 14.

Proliferacion celular
(hfOB)

2.0 9
-+ alg/gel

- TCP
-8 alg/gellzr

Absorbancia 450nm

0.5

0.0 T T T

5
Dias de cultivo Biotinta alﬂgl

Figura 15. Respuesta celular. a) Proliferacién de las células hFOB en diferentes biotintas,
entrecruzadas con CaCl, por 1 minuto. b) Imagenes de microscopio éptico de las células
hFOB encapsuladas en la biotinta e incubadas por 14 dias en medio de cultivo.

Por otro lado, la cinética de proliferacion utilizando células osteoblasticas adultas
como las células MG-63 y Sa0S-2 a los dias 1, 7, 14 y 21 en condiciones de medio
de cultivo celular normal y de medio de cultivo osteogénico, muestra que el patron
de proliferacién de las células MG-63 fue mas rapida que las células Sa0S-2,
logrando una fase estacionaria a los 14 dias, en contraste las células SaOS-2 que
tuvieron su maxima proliferacién hasta el dia 21 y fue mayor en medio osteogénico
que en medio normal. La diferencia de proliferacion no fue estadisticamente

significativa en ambas lineas (Figura 16).
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Figura 16. Proliferacidn celular. a) Proliferacion de las células MG-63. b) Proliferacién de las

células Sa0S-2 en medio de cultivo de proliferacidn y osteogénico. Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas en * p <0.05.
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4.6 Ensayo de diferenciacion (Alizarina roja)

Los resultados obtenidos durante el ensayo de alizarina roja mostraron la presencia
de nodulos de calcio tefiidos en color rojo, indicando la diferenciacion de las células
encapsuladas en la biotinta (alginato/gelatina y con presencia de las nanoparticulas
de ZrOz). La presencia de depdésitos fue proporcional con el tiempo de incubacion y
del medio de cultivo usado. Se observd mayor presencia de nddulos hasta el dia
21, y en cuanto al tipo de medio de cultivo, hubo mayor concentracion de depdsitos
en el medio osteogénico que en medio de proliferacion. Sin embargo, en el caso de
las células MG-63, no se aprecia una presencia de nddulos de calcio, en contraste
con las células hFOB y Sa0S-2, donde la presencia de los nddulos de calcio fue

mas evidente (Figura 17).

100 ym

Figura 17. Imagenes dpticas a 40x de los andamios con células hFOB y Sa0S-2 dando
positiva la tincidn de alizarina roja. a) nédulos de calcio tefiidos presentes en los andamios
con células hFOB al dia 21 con medio normal. b) nédulos de calcio tefiidos presentes en los
andamios con células Sa0Os-2 al dia 21 en medio normal. c) tincidn positiva de Alizarina roja

en andamios con células hFOB al dia 21 en medio osteogénico. d) tincidén positiva de
alizarina roja en andamios con células Sa0S-2 al dia 21 en medio osteogénico. Se muestra

en color rojo los nédulos tefiidos.

46



Capitulo IV Resultados

4.7 Actividad de la fosfatasa alcalina

En la figura 18 se muestra la actividad de fosfatasa alcalina (ALP) de las células
MG-63 y Sa0S-2 evaluada a los dias 7, 14, y 21 dias de cultivo. Como se observa
en la grafica, la actividad de ALP en los andamios con células MG-63 fue minima
en ambos tipos de medio celular y no presento ningn cambio a lo largo de los 21
dias de cultivo, en comparaciéon con la actividad de ALP de los andamios con las
células Sa0S-2 donde se aprecia que la actividad de la enzima fue 2 veces mayor

e incrementandose su méxima actividad al dia 21 de cultivo.

Actividad ALP

MG-63
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- Osteogénico
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Figura 18. Actividad de fosfatasa alcalina de las células MG-63 y Sa0S-2. a) Andamios con
células MG-63 y b) andamios con células Saos-2. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en *p<0.05.

47



Capitulo IV Resultados

TRANSMITANCIA

._.
© B 1S}
S 3 &

~
a

@

o

IS
@

4.8 Analisis quimico por FTIR de los andamios impresos con la biotinta bajo
cultivo celular

Terminando los periodos de incubacion a los 14 y 21 dias de cultivo los andamios
3D impresos con la biotinta (Alg/Gel/ZrO2/hFOB) fue analizada por FITR. En la figura
19y 20 se muestran los espectrogramas correspondientes a cada dia y comparados
con la biotinta sin presencia de células. Al dia 14 el espectrograma muestra bandas
nuevas en 1127 cm? correspondiente a fosfolipidos, las bandas en 921 cm
correspondiente a prolina y las bandas en 960 cm-! al grupo PO4. Mientras que al
dia 21 se muestra las mismas bandas que el dia 14 y nuevas en 1453 cm?, 1531
cm?, correspondientes a la Amida | y Il de la colagena, bandas en 1575 cm™ que
corresponden a los lipidos y bandas en 750 cm™! que corresponde también al grupo
fosfato. En el espectro de la biotinta del dia 21 se observa baja intensidad en las
bandas de los componentes, lo que nos puede indicar una probable degradacién de

los compuestos y formacién de matriz extracelular mineralizada.
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Figura 19. Andlisis quimico por FTIR. a) Espectrograma en color morado corresponde a la biotinta
incubada hasta el dia 14 y en verde corresponde a la biotinta sin células.

48



TRANSMITANCIA

Capitulo IV

Resultados

Biotinta

Biotinta 21

4000

LI
3600

— T
3200

— T
2800

NUMERO DE ONDA CM*

L e N [N B By B S S e S S B e S S
2400 2000 1800 1600 1400

— T
800

60C

Figura 20. Espectrograma en color azul corresponde a la biotinta incubada hasta el dia 21 y en rojo

el espectrograma de la biotinta sin células.
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5. DISCUSION

En este estudio fueron biofabricados andamios 3D cargados con células hFOB, MG-
63 y Sa0s-2, usando la tecnologia de bioimpresion 3D. Actualmente los andamios
celulares junto con la innovacion cientifica han estado en el centro de atencion para
la modulacion del comportamiento, funcion y orientacion de diferentes células, en el
contexto de la ingenieria de tejidos3°.

La fabricacion de andamios con la impresion directa de células emerge como una
estrategia para la reparacion de tejidos, permitiendo la homogeneidad vy
multicelularidad en todo el andamio, logrando una mejor interaccion entre las células
y una mayor rapidez en la formacion de su matriz extracelular.

La composicion de la biotinta y su similitud con las propiedades fisicas y quimicas
al tejido nativo es un gran factor para lograr el éxito de la reparacion tisular, es por
lo que en este trabajo la biotinta que se desarrollé para la impresion de los andamios
fue compuesta por gelatina que presenta sefiales con un alto nivel de
reconocimiento celular y el alginato debido a su rapida gelificacion, tratando de
simular la fase organica de la matriz extracelular del tejido éseo, ademas que son
polimeros naturales ampliamente utilizados para la encapsulacion celular.

La fase inorganica se tratd de mimetizar por medio del uso de las nanoparticulas de
oxido de circonio con un tamafio de aproximadamente de 50nm, las cuales ayudan
a reforzar la resistencia mecénica de la biotinta y dandole estabilidad. Cao y
colaboradores, demostraron que la presencia de nanoparticulas al 10% en un
hidrogel mejoraba las propiedades mecanicas del biomaterial compuesto y
promovia la formacién de hueso nuevo en animales.®

Por otro lado, en nuestros estudios usamos la reticulacion con CacClz, la cual no
afecto la composicién de la biotinta, ya que todos los espectros caracteristicos de la
gelatina, alginato y ZrO2 exhibieron los mismos picos, con sus bandas de absorcién
caracteristicas®®. Como lo reportado por Hernandez-Tapia y colaboradores donde
mencionan que la densidad de la reticulacion de la biotinta es otro factor importante
qgue puede dificultar la migracion de las células encapsuladas y su capacidad para
colonizar homogéneamente la biotinta,?* por ello investigamos el potencial de

encapsulacién y el comportamiento funcional de diversas lineas celulares dseas
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dentro de la biotinta de alginato-gelatina-ZrOz2, ya que se ha reportado que existe un
efecto positivo con una alta tasa de supervivencia celular después de la
encapsulacion celular y una buena proliferacion de células como las células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECSs),*® células troncales
mesenquimales (MSCs)* y fibroblastos.

Luo y colaboradores, reportan que la respuesta celular positiva observada en las
biotintas composites es debido a que se funcionaliza las cadenas poliméricas y se
obtiene una sinergia de sus propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, en el caso del
alginato es un polimero flexible, en que se pueden acoplar en sus cadenas los
péptidos RGD (Arg-Gly-Asp) caracteristicos de la gelatina mejorando la viabilidad
celular y promoviendo la proliferacion celular*®4t, Asimismo, la incorporaciéon de una
bioceramica como el ZrO2 que mejora y aumenta la proliferacién celular debido al
aumentando del &rea superficial permitiendo mayores puntos de contactos para las

células y mejorando las propiedades mecanicas*?

Nuestros resultados indican una viabilidad celular por arriba del 85% después de la
encapsulacién permitiendo la proliferacién y diferenciacion de las células. La
proliferacion de las células en nuestra biotinta fue creciente hasta el dia 14 de cultivo
celular y corroborando con las imagenes comenzaron a formar aglomeraciones
relacionadas al deposito de mineral. Asimismo, la biotinta muestra que las células
pueden tener una buena interaccion célula-célula permitido por la porosidad y baja
rigidez de la biotinta, dando mas espacio para la adhesién celular y migracion*344

Por otro lado, se ha demostrado que la formacion de agregados en las biotintas
promueve el crecimiento celular, sintesis de biomoléculas y diferenciacién, debido
al aumento de contactos célula-célula y por otro, por la reorganizacién del
citoesqueleto de actina. Esto garantiza que las células creen un “microambiente”
circundante y por tanto las sefiales biomecanicas o bioquimicas de las células
vecinas representan una forma de estimular la osteodiferenciacion“®. Esto Gltimo lo
puede corroborar nuestros resultados por medio de la tincion con alizarina roja.
Dichos datos indican la presencia de depdsitos de calcio formados dentro de la

biotinta a los 14 y 21 dias de cultivo y que fue analizado por FTIR donde se
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obtuvieron las bandas con mayor intensidad correspondientes a la estructura
proteica en 1630 y 1543 cm™ (N-H) para la amida | y la amida Il respectivamente,
bandas de absorciéon en 1621 y 1557 cm™ (C-N) y bandas correspondientes a la
hidroxiprolina, prolina, y fosfatos, sin embargo también disminuyeron las bandas de
absorcién caracteristicas del alginato al dia 21, lo cual nos puede indicar un proceso
de degradacion de la biotinta y la formacidbn de una matriz extracelular
mineralizadase.

En general los resultados obtenidos de la encapsulacion celular demostraron una
metodologia simple y de bajo costo, lo cual continuamos con la impresién de
andamios evaluando la respuesta celular de células Sa0S-2, y células MG-63, las
cuales estan disefiadas para modelos de estudio, con -caracteristicas de
proliferacion y produccién de matriz ilimitada*®. Nuestros datos confirman que la
encapsulacién por la impresion 3D de los andamios no afecto su viabilidad y
presentaron una cinética exponencial hasta el dia 21. Sin embargo, es claro que las
células Sa0S-2 se pueden utilizar en modelos de diferenciacion celular para evaluar
mas adelante la expresidén de genes en los andamios impresos 3D debido a que su
recuperacion metabdlica fue mas rapida y con una alta actividad de ALP en
comparacién con los pre-osteoblastos u osteoblastos inmaduro. Todavia se
desconocen los motivos de estas observaciones y se requieren mas estudios para
comprender los motivos de la pérdida de la funcion de los osteoblastos inmaduros.
Sin embargo, con estos los resultados logrados hasta el momento con esta tesis
doctoral podemos mencionar que la impresion 3D con la biotinta es sencilla con
respuestas celulares que imitan lo que pasa in vivo, dandonos resultados con alta
fidelidad de biomimetismo ya que los comportamientos celulares como; la adhesion,
extension, proliferacion y migracion celular, se consideran indicadores cruciales
para modelos 3D in vitro.

Por ultimo, otro factor importante para la funcionalidad ideal del andamio celular es
Su resistencia mecanica, que tenga la capacidad de soportar las células durante la
formacion de su propia matriz, tejido de novo y en paralelo su degradacion. Los
andamios con nanoparticulas tuvieron un médulo de Young a la compresion (45.99

MPa) similar al hueso esponjoso, de acuerdo con diversos autores la fuerza de
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compresion y modulo de Young del hueso trabecular del ser humano es de 3-30
MPa y 50-100 MPa respectivamente*4’, En este trabajo se obtuvieron andamios
3D que pueden ser usados de manera segura y confiable ya sea como modelos de
tejido 6seo in vitro o como injertos 6seos en medicina regenerativa en modelos de
reconstruccion de defectos 6seos in vivo en calvaria de rata y asi mismo pueden ser
una opcion atractiva que abre nuevas rutas para la reconstruccion de tejidos,
permitiendo su aplicacion en otras areas donde una estructura analoga de tejido
fabricada por nuestro método de bioimpresién pueda servir para modelos de
fisiologia humana, para la administracion de farmacos in vitro o modelos de cancer

recreando las caracteristicas microambientales representativas de los tumores.
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6. CONCLUSIONES

1) Los biopolimeros de alginato, gelatina permitieron desarrollar una biotinta

con capacidad de mantener la integridad y viabilidad celular.

2) La presencia de las nanoparticulas de 6xido de circonio mejoran las
propiedades mecénicas de la biotinta, aumentando el modulo de Young, y

manteniendo su tensidon maxima.

3) El uso de una biotinta composite permite la creacion de un microambiente
similar a la matriz extracelular del tejido 6seo, y ayuda a la respuesta celular de las
células hFOB, MG-63 y Sa0S-2.

4) La biofabricacion de andamios por bioimpresion 3D permite obtener
estructuras complejas y compuestas cargadas de células con una viabilidad celular
por arriba del 85%.

5) La evaluacion de la respuesta de biocompatibilidad y bioactividad de los
andamios 3D impresos con presencia de células hFOB, MG-63 y SaOS-2 indica que
la impresion de los andamios depende en gran medida de la madurez de los

osteoblastos.

5) Los andamios 3D fabricados podrian potencialmente usarse para
aplicaciones de regeneracion de tejido 0seo en cirugia ortopédica y/o

reconstructivas.
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PERSPECTIVA DE LA INVESTIGACION

1) Las perspectivas a futuro de este trabajo van encaminadas al disefio e impresion
de andamios o constructos biolégicos especializados para poder ser implantados
en defectos 6seos especificos de tamafio critico, donde se puedan imprimir acorde

al defecto y/o personalizados.

2) El modelo de defecto critico se propone en clavarias de rata Wistar donde se
pueda evaluar si la impresion personalizada de la biotinta composite permite la

regeneracion tisular y la funcionalidad del mismo.

3) Por medio del empleo de la microtomografia computarizada (u-CT) poder evaluar
la fase mineral y la calidad del mismo sin alterar el proceso de regeneracién o

reparacion osea.

4) Realizar andlisis de expresion de genes durante el proceso de regeneraciéon en
el modelo de defectos tamafos criticos, teniendo en cuenta un adecuado niimero

de muestras y permiso del comité de ética para la investigacion.
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