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1. Introduccidén

La bioingenieria de tejidos es una rama de la Ingenieria que se dedica a restaurar
las funciones biolégicas mediante la combinacién de principios de ingenieria y
ciencias biolégicas con el fin de desarrollar sustitutos biolégicos que restauren,

mantengan o mejoren el tejido.

La importancia del constante avance en el disefo y la fabricacion de sustitutos
bioldgicos radica en la constante necesidad de alternativas para restaurar, mantener
o implementar tejidos debido a que, las técnicas tradicionales no siempre brindan la

posibilidad de que la restauracion sea funcional o satisfactoria.

En el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Division de Estudios Posgrado
e Investigacion (DEPel) de la Facultad de Odontologia UNAM se desarrollan
diferentes sustitutos bioldgicos, tales como los andamios, los cuales son fabricados

por diferentes técnicas y materiales.

Una de las técnicas que es muy prometedora es la impresion por estructura
tridimensional (3D), la cual, brinda la posibilidad de disefar e imprimir andamios con
medidas exactas, asi como una estructura anatomica similar al tejido a reemplazar

o restaurar.

Por otro lado es importante mencionar que los biomateriales con los que se fabrican
los andamios deben ser biocompatibles, biodegradables y propiedades mecanicas
similares al tejido de interés, permitiendo su regeneracion. En muchos casos estos
andamios son sembrados con células y factores de crecimiento aumentando su

eficacia.

En el presente estudio se disefiaron por medio de diferentes softwares andamios
con tecnologia 3D para huesos largos, con estructura superficial similar al hueso

cortical, los cuales se imprimieron por medio la técnica de deposiciéon fundida, capa



por capa, con un filamento polimérico de Poliacido Lactico (PLA), por otro lado, con

la finalidad de obtener un andamio que contara con las caracteristicas de un hueso
largo, se fabricaron andamios hibridos. La estructura superficial de los andamios se
logré con el disefio e impresion con PLA y una estructura interna con
Policaprolactona (PCL) al 15% por la técnica de salt leaching, es preciso mencionar

que el PCL también es un material polimérico y biocompatible.

La finalidad de disefiar un andamio hibrido es poder potencializar las cualidades de
cada polimero y lograr un andamio que se asemeje en caracteristicas anatomicas
a los huesos largos, por un lado, el PLA le da estructura y soporte al andamio
semejando el hueso cortical, y por otro lado el PCL forma una estructura porosa que
le da una apariencia de hueso esponjoso, sinergizando asi sus propiedades
logrando un sustituto 6seo con caracteristicas prometedoras para la bioingenieria

de tejidos.

En el presente ademas del disefio y fabricacion de los andamios hibridos se logré

evaluar sus propiedades estructurales por microtomografia computarizada (UCT).
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2. Marco Teorico

Antecedentes

A mediados del decenio de 1980 nacié el término de Bioingenieria de tejidos como
una alternativa al trasplante tradicional de 6rganos debido a la escasez o rechazo
por parte de los pacientes (). Se desarrollaron las primeras matrices o andamios de
soporte en donde las células podian proliferar y formar tejidos. Las primeras
matrices estaban hechas de polimeros biodegradables, mientras que en la
actualidad existe una gran variedad de materiales que pueden ser utilizados para

construir estos andamios ya sea solos o cargados de células o biomoléculas 2.

Bioingenieria de Tejidos

La Bioingenieria de tejidos es un campo de investigacion interdisciplinario, que
aplica tanto los principios de la ingenieria como los procesos y fendmenos de las
ciencias de la vida, hacia el desarrollo de sustitutos biolégicos que restauran,

mantienen o mejoran la funcion de los tejidos 34 ),

De acuerdo con Paz (2015) “Es un método alternativo para la regeneracion de
tejidos y la restauracién de la funcion de érganos a través de la implantacion de
células o tejidos cultivados fuera del cuerpo o estimulando el crecimiento celular

dentro de una matriz que ha sido implantada” ©.

Las estrategias de ingenieria de tejidos generalmente se dividen en dos categorias:
el uso de andamios acelulares, que dependen de la capacidad natural del cuerpo
para regenerarse, orientar y direccionar el crecimiento de nuevos tejidos, y el uso
de andamios sembrados con células, siendo esta ultima la categoria que asocia a
la biologia celular y la ingenieria con materiales biocompatibles(”), el cual es un
campo en rapido desarrollo®, que busca la combinacion de andamios, células y
moléculas biologicamente activas® 191 12) conocida como la triada de la

bioingenieria de tejidos.
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Este estudio esta enfocado en la primera parte de la triada que es el andamio, en

cuanto a su diseno.

Andamios

Son soportes o estructuras tridimensionales utilizados para la reconstruccion de
defectos.

Los andamios proporcionan una plantilla que promueve la adhesion y proliferaciéon
celular, asi como, la generacion de matriz extracelular, restauracién de vasos y

tejidos como nervios, musculos y huesos, etc. (13.14.15).

Requerimientos en los Andamios

Existen ciertos requisitos que los andamios deben cumplir, ademas de ser
tridimensionales, deben ser porosos y tener interconectividad entre ellos, ser
biocompatibles y biodegradables, entre otras caracteristicas ('¥), a continuacion, se

desglosan algunas de esas caracteristicas:

e Biocompatibilidad
Es el primer criterio de cualquier andamio utilizado para bioingenieria de tejidos; las
células se deben adherir, mantener su funcién normal y migrar hacia la superficie,
eventualmente, proliferan a través del andamio antes de generar una nueva matriz.
e Biodegradabilidad
El objetivo de la Bioingenieria es permitir que las células del cuerpo formen tejido
de interés al mismo tiempo que los andamios se degradan, con la finalidad de
obtener un tejido anatémica y fisiolégicamente estable.
e Geometria del tejido
Primero se debe definir la geometria del tejido a reconstruir para poder adaptarse

de manera exacta al defecto ().
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e Propiedades mecanicas

Idealmente, el andamio debe tener propiedades mecanicas similares con el sitio
anatomico donde va a ser implantado.
e Arquitectura del andamio
Los andamios deben tener una estructura similar a la del tejido de interés, en el caso
del tejido 6seo debe contar con una estructura porosa interconectada para
asegurarnos de la penetracion celular y la adecuada difusion de nutrientes a las
células dentro de la construccion y a la matriz extracelular formada por estas células.
e Tecnologia de manufactura
Debe de ser viable desde un punto de vista clinico y comercial (.
Existen diferentes técnicas de fabricacion de andamios, sin embargo una de interés
para este estudio es la impresion 3D, la cual cuanta con gran potencial en la
produccion de andamios funcionales ('),
Ademas, es importante mencionar que los andamios 3D son disefiados con
estructuras 6seas anatdmicamente precisas y que coinciden con el tamafio y la

forma del hueso faltante (ver figura 1) (18)

(Figura 1) El fémur fue escaneado usando uCT y los
cortes axiales fueron utilizados para la reconstruccion
femoral 3D, usando estas medidas fue fabricado un

andamio de PCL e hidroxiapatita.
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Tipos de Andamios

Existen diferentes formas de clasificar los andamios, una es por el origen del
material del que se componen, otra es por las estrategias tomadas en la ingenieria
de tejidos y por la técnica de fabricacidén y estructura. Entre esta clasificacion, las

formas mas comunes son por la estrategia y por el origen del material.

Clasificacion basada en las estrategias en la Ingenieria de Tejidos

La clasificacion de andamios de acuerdo con las estrategias en la ingenieria de
Tejidos se puede dividir en:
¢ Andamios acelulares

e Andamios celulares (19,

Los andamios acelulares generalmente se preparan fabricando andamios artificiales
o eliminando componentes celulares de los tejidos mediante manipulacidon

mecanica y quimica para producir matrices acelulares ricas en colageno (2

Mientras los andamios celulares se siembran tipicamente con células y
ocasionalmente con factores de crecimiento. El uso de células también se puede
combinar con andamios 3D porosos que actuan como una plantilla para la formacion

de tejidos (13),

Las fuentes celulares utilizadas en ingenieria de tejidos incluyen: células troncales
pluripotentes, células troncales adultas, células progenitoras y células de tejido
adulto ya diferenciada ('),

Un factor muy importante tanto para los andamios acelulares como celulares es la

generacion de la matriz extracelular.
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e Matrices

La matriz extracelular se forma en el andamio cuando ha sido colonizado por células
y éstas depositan su matriz. Se considera un componente esencial para conseguir
el microambiente necesario para el crecimiento celular y desarrollo de un tejido. Las

funciones de una matriz extracelular ideal son (15 16):

v" Favorecer la adhesion celular.

v Favorecer las interacciones entre células y el medio.

v" Facilitar el movimiento de los nutrientes y las sustancias de desecho a través
de su estructura.

v' Biocompatibles.

v" No carcinogénicos y no inmunogénicos.

v' Con las caracteristicas mecanicas adecuadas.

v Que sea capaz de degradarse en un periodo de tiempo adecuado que

permita la regeneracion del tejido.

Su aplicacién en el campo de la medicina abre nuevas alternativas de tratamiento

para pacientes con diferentes tipos de patologias(??: 21 22),

Clasificacion basada en el origen del material

Existen tres grupos de biomateriales utilizados para la fabricacion de andamios;
ceramicas, polimeros sintéticos y naturales. Cada material tiene sus ventajas y
desventajas (). En medicina los mas utilizados son los materiales sintéticos y los

materiales biologicos 3.
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e Biomateriales ceramicos
Tienen una alta rigidez mecanica, muy baja elasticidad, y una superficie dura y fragil.
Sin embargo, exhiben una excelente biocompatibilidad debido a su similitud quimica
y estructural con la fase mineral de hueso nativo.
Un ejemplo de los biomateriales ceramicos es la Hidroxiapatita (HA), componente
primario del hueso, que entre sus caracteristicas sobresale la dificultad para

controlar su tasa de degradacion ().

e Biomateriales biolégicos o naturales

Se obtienen de la naturaleza; sean de origen mineral, vegetal o animal como el
colageno, la fibrina, la agarosa, el quitosan, el alginato, etc. ?%).

Promueven una excelente adhesion celular y crecimiento. Son biodegradables, y
permiten a las células producir su propia matriz extracelular y reemplazar al andamio
degradado. Sin embargo, fabricar andamios de materiales naturales con estructuras
homogéneas y reproducibles representa un reto. Por ultimo, se puede mencionar
que generalmente tienen deficientes propiedades mecanicas.

Aunque generalmente no se use para la regeneracion de tejidos blandos, ha habido
un uso generalizado por los andamios de ceramica, tanto como de hidroxiapatita y

fosfato tricalcico (TCP) para aplicaciones de regeneracion osea ().

e Biomateriales sintéticos

Se producen en laboratorio mediante procesos industriales; entre estos destacan
los polimeros, los metales, los de origen ceramico y los nanocomposites.

Han sido usados en el intento de producir andamios, que incluyen poliestireno, PLA,
acido poliglicédlico (PGA) y acido poli-dl-lactico-co-glicolico (PLGA). Han tenido
mucho éxito, ya que pueden fabricarse con arquitectura personalizada y sus
caracteristicas de degradacidon son controladas variando el mismo polimero o la
composicion del polimero individual %9,

Los polimeros de curado por fusion, que generalmente son mecanicamente

robustos y duraderos, se pueden usar como soporte estructural en la ingenieria de
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tejidos debido a su bajo punto de fusién (60°C) en comparacion con otros materiales

de curado por fusién (26),

Los polimeros sintéticos bioabsorbibles son utilizados en el campo biomédico, ya
que tienen la capacidad de degradarse, debido a reacciones de hidrolisis en
condiciones fisiolégicas dentro del cuerpo humano, después de cierto tiempo de ser
implantados dan lugar a productos que no son toxicos y que pueden ser eliminados

por el organismo o metabolizados por éste (7).

En este trabajo se desarrollaron andamios de PLA y PCL, materiales sintéticos, los

cuales describiremos a continuacion;

Acido polilactico

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del PLA estan resumidas en el

siguiente cuadro 2.
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Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas del PLA

Propiedades PLA

Solubilidad Es soluble en benceno, cloroformo,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, dioxano,
etc. Pero insoluble en etanol, metanaol,
e hidrocarburos alifaticos.

Estructura cristalina Hemicristalino

Temperatura de fusion ™/°C ~180

Temperatura de transicion del vidrio 55-60

(Tg)/°C

Temperatura de descomposicion ~200
Alargamiento a la rotura/ (%) 20-30
Fuerza de rotura/ (g/d) 5.0-6.0

Vida media en 37°C (solucion salina 4-6 meses

normal)

Policaprolactona

La poli(e-caprolactona) es un polimero semicristalino, biocompatible, biodegradable
con buenas propiedades mecanicas, facil de procesar, compatible tanto con tejidos
duros como blandos y aceptado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos
(FDA). Sin embargo, su hidrofobicidad limita la adhesion y proliferacion celular. Con
la finalidad de modificar sus propiedades superficiales se mezcla con polimeros
hidrofilicos materiales naturales que facilitan la adhesion celular, el incremento en

las propiedades mecanicas y térmicas de las membranas basados en la PCL (19).
Estos dos ultimos materiales, se estan estudiando en bioingenieria de tejidos para

resolver defectos dseos, en el presente estudio se emplearon de manera conjunta,

por medio de dos técnicas que se detallan a continuacion.
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Impresiéon 3D

La impresion 3D es un conjunto de procesos usados para realizar un objeto fisico
tridimensional. Esto se realiza mediante la aplicacion capa por capa de un material
solido a temperatura ambiente, con un punto de fusién conocido controlado por un
sistema computarizado para crear dicho objeto ?7). En la actualidad existen
diferentes técnicas de bioimpresién, las mas utilizadas son; la bioimpresion con
chorro de tinta, la bioimpresion asistida por laser y la bioimpresion por extrusion que
es la mas comun y utilizada en investigacion en bioimpresion 8. En este trabajo

hablaremos del modelado por deposicién fundida.

El método Modelado por Deposicion Fundida, o mas conocido como FDM (Fused
Deposition Modeling), es una técnica de tecnologia de manufactura por adicion de
capas que produce piezas y partes con geometrias complejas mediante la extrusion
y deposicion de un material fundido, normalmente acrilonitrilo butadieno estireno
(ABS) o PLA. El material de impresion que se encuentra inicialmente en forma de
filamento se obliga a pasar por una boquilla que se encuentra a altas temperaturas,
en donde se funde para luego ser depositado en una plataforma. Por medio de
movimientos rectilineos en un plano, el material va generando la forma de la pieza.
Cada pasada corresponde a una linea de material depositado, que se vincula a otra
adyacente mediante la energia térmica del material semifundido ?%). Ademas, se
encuentra un ventilador al final de la boquilla, que controla la velocidad de

solidificacion del material fundido (9,

El FDM es un método ideal debido a su versatilidad con el uso de diferentes
materiales 3", Sin embargo, la limitacion de FDM radica en la mala eleccién de los
materiales de impresion. Solo los materiales termoplasticos pueden fabricarse
mediante este método (Ver cuadro 2) #2).
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Cuadro 2. Procesos de impresion de los materiales termoplasticos

Forma Materiales de Procesos de impresion
impresion 3D adecuados
Filamento no Termoplasticos, p. Ej., Modelado por deposicion
quebradizo ABS, PLAy PCL. Fundida

Esta tecnologia necesita soportes que se realizan en el mismo material y por tanto
son tan resistentes como la propia pieza, posteriormente estos soportes deben ser
eliminados dejando marcas visibles 3. Por otro lado, esta tecnologia es muy lenta,

lo que penaliza mucho su productividad G4,

Técnica de Salt Leaching

Se denomina Salt Leaching-SLUP (lixiviacién de sal con polvo) y es una técnica
novedosa para fabricar andamios (39,

La técnica consiste colocar un polimero (en el presente estudio se utilizé el PCL), el
cual es mezclado con un compuesto porégeno que debe ser soluble en agua como
el Cloruro de Sodio (NaCl). Una vez mezclado es colocado mediante presion
manual en el molde deseado. Ya endurecido, la sal se elimina mediante un solvente

volatil como el alcohol ©9),

Esta técnica surge como una alternativa a las desventajas que presentaban otras
técnicas para la fabricacién de andamios poliméricos. La técnica SLUP remarca
notables ventajas, entre estas debemos mencionar que se puede controlar el

tamarfio de los poros y proporciona una interconectividad de poros ©7).
Como fue abordado en los requerimientos arquitectonicos de los andamios, el
andamio debe contar con una estructura porosa interconectada para asegurar la

penetracion celular y la adecuada difusion de nutrientes a las células y a la matriz
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extracelular. Es por lo que la técnica SLUP es la técnica ideal para semejar la

porosidad del hueso esponjoso en los andamios del presente trabajo.

La importancia de realizar un andamio hibrido de un hueso largo es poder disefar
un constructo que cuente con los diferentes componentes 6seos, es decir, que
cuente con una estructura cortical y trabecular, para que en un futuro se puedan
hacer evaluaciones a mayor profundidad, tales como; comportamiento mecanico,
adhesion y proliferacion celular, etc. Esto con el objetivo de poder regenerar
defectos 6seos en lugares donde la carga mecanica es importante, como en el caso
del hueso fémur.

A continuacién, se explica de manera detallada, que es un defecto 6seo para

comprender con precisién por qué es importante su regeneracion.
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Defectos 6seos

Un defecto 6seo, por definicion, es la falta de tejido éseo en un area del cuerpo

donde normalmente deberia estar (38,

Hoy en dia, los defectos 6seos representan uno de los casos de mayor impacto en
la salud debido a la frecuencia con que éstos ocurren a causa de traumatismos,
fracturas, enfermedades congénitas o degenerativas 9. Sin importar su causa, los
defectos 6seos son funcionalmente debilitantes, socialmente incapacitantes v,

biomédica y econdmicamente complejos.

La dependencia tradicional de tejidos donados y 6rganos para trasplantes enfrentan
el problema de la escasez de donantes y el posible rechazo inmunologico. La
escasez de tejidos y o6rganos ha sido identificada como uno de los principales
problemas de salud publica “%). Frente a estas necesidades la Ingenieria Tisular

emerge como una alternativa dando origen a la Medicina Regenerativa “").

Defectos de tamario critico

Por definicién clasica, un defecto 6seo de tamafio critico es aquel que no se

resuelve de manera espontanea durante la vida natural de un animal “2),

Actualmente se utilizan diferentes animales para simular la reaccién del organismo
mamifero frente a nuevos tratamientos experimentales, uno de estos animales son

las ratas Wistar.

La razon por la que se ocupan estos roedores es porque anatdmicamente, muchas
areas del esqueleto de las ratas pueden servir como sitios receptores de defectos
de tamafio critico, incluidos los fémures, la columna vertebral, la mandibula y la

calvaria ¥3),
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Un defecto critico consistente y reproducible en ratas consta de una ostectomia

diafisaria de 5mm en el fémur de rata “4). Es por lo que en el presente trabajo se

disefaron andamios a partir de este defecto.
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3. Planteamiento del problema

En la actualidad la bioingenieria de tejidos tiene como objetivo restaurar la
funcionalidad de los tejidos dafiados o perdidos por alguna enfermedad, trauma o
malformacion congénita, por medio de la fabricacién de andamios que imiten la
estructura anatémica y superficial del tejido de interés. En el caso de los defectos
0seos de cabeza y cuello es un gran reto disefiar un constructo que soporte las
cargas mecanicas, pero, ademas, que permita el paso de nutrientes, adhesion y
proliferacion celular, con la finalidad de regenerar los defectos de una manera mas
rapida y eficiente. Por tal motivo surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢ El
disefio e impresion 3D del andamio, asemejara las caracteristicas anatémicas y

estructurales de un hueso fémur de rata Wistar?
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4. Justificacion

La regeneracién de tejido 6seo de cabeza y cuello es una alternativa innovadora
que emerge ante la imposibilidad de restaurar satisfactoriamente el tejido mediante
las técnicas tradicionales. Multiples pacientes con defectos 6seos criticos, como,
por ejemplo; pacientes que han sufrido graves accidentes o pacientes con cancer
de cabeza y cuello avanzado que tienen grandes zonas de necrosis, las cuales
deben ser removidas. Estos pacientes no tienen la comodidad para desarrollar su

vida y deben cargar con las limitaciones funcionales.

Por tal motivo la ingenieria de tejidos busca desarrollar andamios hibridos que
cumplan con caracteristicas prometedoras, por un lado, tener una estructura que
imite la parte cortical de hueso mediante biomateriales termoplasticos como el PLA,
por técnica de impresion 3D, los cuales sean disefiados a la medida, con la finalidad
de realizar tratamientos personalizados, en cuanto a tamano y forma, y por otra
parte el empleo polimeros como la PCL, por la técnica de Salt leaching que imite la

porosidad y estructura del hueso poroso.

Ambos polimeros cumplen los parametros adecuados de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, comportamiento mecanico y relacién costo/beneficio, por tal
motivo si se logra disefar andamios hibridos a la medida con la finalidad de
sinergizar sus propiedades, se podran obtener andamios prometedores para la
regeneracion ésea. Para lo cual un buen modelo para el disefio de andamios es el

fémur de rata, por su posicién y tamario.
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5. Hipotesis

Los andamios hibridos de PLA-PCL presentan semejanza anatomica y estructural

a un segmento de diafisis de hueso fémur de rata Wistar.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Disefar un andamio hibrido, que se asemeje anatomica y estructuralmente a un

segmento de diafisis de hueso fémur de ratas Wistar.

6.2 Objetivos Especificos

1.- Disefiar un andamio a partir de una imagen por microCT
2.- Desarrollar un andamio hibrido a partir de PLA impreso en 3D y PCL/Salt
leaching

3.- Evaluar las caracteristicas de andamio hibrido por medio de microCT.
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7. Material y Método

7.1 Clasificacion del tipo de estudio

El tipo de estudio: experimental, prospectivo y longitudinal.

7.2 Universo de estudio

-26 andamios de PLA impresos 3D (de 5.0x7.8x7.3mm)
-26 andamios hibridos de PLA y PCL (de 5.0x7.8x7.3mm)

7.3 Muestra

Por conveniencia para este trabajo se emplearon 52 andamios impresos 3D, de los
mencionados 26 fueron impresos de filamentos de PLA y 26 fueron hibridos, es
decir, impresos 3D con PLA y con PCL depositado manualmente en su interior.
Ambos grupos se dividieron de la siguiente forma; 20 andamios fueron destinados
para realizar pruebas mecanicas, 3 para su evaluacion de la estructura superficial
por medio de microscopia electrénica de barrido y 3 para su evaluacién por uCT.
(Sin embargo, estas pruebas no se realizaron por la contingencia Covid-19, pero se

espera su evaluacion a futuro).
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7.4 Criterios de seleccién

7.4.1 Criterios de inclusioén

Andamios hibridos sintetizados bajo las mismas condiciones.

7.4.2 Criterios de exclusion

Se considerara a toda aquella muestra que no tenga la concentracion de material

y tamano requerido.

7.4.3 Criterios de eliminacion

Andamios dafados o fracturados.
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7.5 Material

Insumos

Recursos
Humanos

Recursos
Financieros

Infraestructura

WPET/SPEC
T/CT (Albira
2009)

Computador
a

Impresora
3D

Balanza
analitica

Magquina
Universal
para pruebas
mecanicas
Instron

Micromotor

Calculadora
cientifica

Horno de
secado

Vasos
recolector
es para
muestras
clinicas

Guantes

PCL al
15%

Frasco
ambar

Parafilm

Agua
bidestilada

Suero
Fisiolégico

Campos

Cuadruple

Formol al 10%

Filamento de
PLA para
impresora 3D
transparente

Cloroformo

Cloruro de
sodio

Alcohol etilico
al 100%

Vernier

Fresas
quirargicas

Espatula 7A

Romero
Grifaldo
Giovana
Pamela

José Rodrigo
Hernandez
Martinez

Dra. Janeth
Serrano Bello
(directora)

Mtro. Ricardo
Gamaliel
Andrade
(asesor)

Mtra. Gabriela
Paola Donato
Miranda
(asesora)

Lucia Pérez
Sanchez

Misael Aarén
Ortizde la O

Maria
Fernanda
Ramirez Ruiz.

Linea de
investigacion del
Dr. Marco Antonio
Alvarez Pérez

Linea de
investigacion de la
Dra. Janeth
Serrano Bello
(DGAPA-UNAM-
PAPIT-IN221020).

Bioterio de la
Facultad de
Odontologia
DEPel, UNAM.

Instituto Nacional
de Cancerologia,
Laboratorio de
Fisica Médica
(INCan).

Instituto de
Fisica, UNAM

Laboratorio de
Bioingenieria de
Tejidos DEPel,
UNAM.
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7.6 Método

PRIMERA FASE (Disefio)

Disefio de andamios de PLA por medio de impresion 3D

Se tom6 un CT del hueso fémur derecho de rata Wistar, mediante el
MPET/SPECT/CT (Albira 2009). EI andamio se disefié traspasando las imagenes
obtenidas de la microtomografia computarizada a la computadora donde se
modificaron en una herramienta de software para modelado en tres dimensiones
Rhino de acuerdo con las medidas del defecto segmental inducido mediante el
software Meshmixer se verificaron los bordes internos y externos del andamio. La
impresion del andamio se llevé a cabo utilizando el software de impresion 3D
Ultimaker Cura, en el cual se modificaron los parametros de impresién y se imprimié

el andamio de filamento de PLA en la impresora 3D.

SEGUNDA FASE (Preparacion del andamio hibrido)

Elaboraciéon de andamios hibridos

Se mezclaron en el agitador magnético 2.63g de PCL y 10 mL. de cloroformo por
24 horas., hasta conseguir una solucién viscosa. De esta solucion se pesaron 3.5g
y se mezclaron manualmente con 7g de cloruro de sodio, hasta conseguir una pasta
uniforme. Al andamio de PLA obtenido mediante impresion 3D se le coloc6 una
cubierta de Parafilm en uno de los extremos y se introdujo la pasta con ayuda de
una espatula 7A y un cuadruple, cubriendo de manera uniforme la parte media del

andamio. Los andamios se colocaron 30 minutos. en etanol, y se les realizaron
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lavados en agua bidestilada cada 24 horas por 5 dias. Finalmente se colocaron en

un horno de calor para su secado.

Evaluacion de estructura por uCT

Se evaluo la estructura en 3D de los andamios de PLA e hibrido por imagenes
microtomograficas. Para el disefio del andamio se tomo6 un yCT del hueso fémur
derecho de rata macho Wistar de 250 g, mediante el yPET/SPECT/CT (Albira 2009)
en el Laboratorio de Fisica Médica e Imagen Molecular del Instituto Nacional de

Cancerologia.
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7.7 Variables

Variables dependientes

MicroCT

Evaluacion de la estructura en 3D
de los andamios de PLA e hibrido
por imagenes
microtomogréficas

Variables mdependlentes

Cualitativa

Andamios impresos en
3D de PLA

Andamios hibridos de
PLA/PCL

Estructuras tridimensionales

impresas en 3D mediante

filamentos de PLA

Estructuras tridimensionales
impresas en 3D mediante
flamentos de PLA y PCL

depositado en su interior.

Cualitativa

Cualitativa
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8. Resultados

Para el disefio del andamio se tomo un uCT del hueso fémur derecho de rata macho
Wistar de 250 g, mediante el yPET/SPECT/CT (Albira 2009) en el Instituto Nacional
de Cancerologia; el cual se puede observar en la figura 2 en sus diferentes cortes

(Horizontal, Vertical y Transversal).
|

- i y 2 )

‘o BE T SRR " B

1. Cargar los datos v | Corte Axial B  Corte Sagtal
2. Elegir la region de interés 2

Crear nueva mascara

Propriedades de la mascara v

[ Sobrescribir dltima superficie
P rear superfi SR B  Volumen

3, Configurar la superficie 30
4, Exportar los datos

(Figura 2) Microtomografia computarizada del fémur de rata Wistar tomada en el Instituto Nacional de
Cancerologia

Se traspaso la imagen de la tomografia computarizada a la computadora mediante
un disco duro USB extraible, se abri6é el formato de archivo tridimensional en el
software de modelado Rinho realizando dos cortes transversales de 5 mm entre
ellos (ver figura 3).

El segmento cortado se utilizé en el programa con el fin de suplantar el defecto éseo
generando dos muescas para mayor soporte en el borde del fémur; dicho modelo

se puede observar en 3 dimensiones mediante el modelado Rinho (ver figura 4).
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El segmento cortado se utilizé en el programa con el fin de suplantar el defecto 6seo,
generando dos muescas para mayor soporte en el borde del fémur. Este modelo se

puede observar en 3 dimensiones mediante el modelado Rinho (ver figura 4).

(Figura 3) se observa el disefio en 3 dimensiones mediante el software de modelado Rhino
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(Figura 4) se observa el disefio en 3 dimensiones mediante el
software de modelado Rhino
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La rectificacion del disefio se hizo mediante el software Meshmixer (Ver figura 5)

con las herramientas sculpt>brushes dando una textura lisa y uniforme para evitar

que presentara relleno o irregularidades en los bordes.

@ Autodesk Meshmixer - prueba femur impresion.mix

File Actions View Help Feedback

Makerbot Replicator 2

(Figura 5) Rectificacion de bordes mediante el software
Meshmixer

Una vez rectificado el disefio se envi6 al software de impresiéon 3D Ultimaker Cura
dividido en tres partes las cuales se ubicaron tridimensionalmente para que
congeniaran y se pudiera unir el andamio en su totalidad. Al final sus dimensiones
fueron de 5.0x7.8x7.3mm.

Posteriormente se visualizé la forma ideal para imprimirlo, la cual fue de forma

vertical, dejando la muesca mas ancha mas cercana al material de sacrificio (ver
figura 6).
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Y

(Figura 6) Impresion del andamio mediante el software de impresion 3D Ultimaker Cura en vista horizontal

y vista vertical.

Se imprimié el andamio por modelado por deposicién fundida FDM mediante el
material termoplastico PLA, el cual fue agregado por capas hasta su totalidad (ver
figura 7 y 8).

Se retiro el material de sacrificio mediante un micromotor de baja velocidad y una

fresa de bola de carburo manteniendo la estructura del andamio.

i

(Figura 7) Andamio impreso mediante modelado por deposicion

fundida del material termoplastico PLA transparente.
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(Figura 8) Retirado del andamio de la cama caliente de la

impresora 3D

El resultado final del andamio se puede observar la figura 9 conservando su
estructura, sin relleno, sin bordes irregulares, cortes definidos en horizontal y vertical

y con una porosidad que puede ser util para su uso.

(Figura 9) Se observa un andamio e

impreso 3D con filamento de PLA
transparente.
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8.2 Preparacion del andamio hibrido

La preparaciéon del andamio se realizé mediante la técnica SLUP.

Se mezclaron en el agitador magnético 2.63g de PCL y 10 mL de cloroformo por 24
horas, hasta conseguir una solucion viscosa. De esta solucién se pesaron 3.5g y se
mezclaron manualmente con 7g de cloruro de sodio, hasta conseguir una pasta
uniforme. Al andamio de PLA obtenido mediante impresion 3D se le colocd una
cubierta de Parafilm en uno de los extremos y se introdujo la pasta con ayuda de
una espatula 7A y un cuadruple, cubriendo de manera uniforme la parte media del

andamio.

Los andamios se colocaron 30 minutos en etanol (ver figura 10) y se les realizaron
lavados en agua bidestilada cada 24 horas por 5 dias. Finalmente se colocaron en

un horno para su secado.

(Figura 10) Lavado de los andamios caracterizados en agua

bidestilada por 24 horas durante 5 dias para su posterior secado.
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El resultado final del andamio hibrido se puede observar la figura 11.

(Figura 11) Resultado de andamio hibrido
de PLAy PCL

Ambos andamios se colocaron en huesos fémur derechos provenientes de rata
macho Wistar de 250 g a los cuales se les realiz6 un corte de 5 mm con un
micromotor de baja velocidad y fresa de carburo 701 L (ver figura 12).
Posteriormente se colocaron los andamios donde fue realizado el corte. El resultado

final fue que ambos congeniaron mostrando soporte y reestructura 6sea (ver figura
12 y 13).

(Figura 12) Andamio de PLA y andamio hibrido de
PLA y PCL junto al hueso fémur derecho. 40



(Figura 13) Andamio de PLA y andamio hibrido
congeniados en hueso fémur
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Defectos inducidos

En la figura 14 se puede observar el defecto 6éseo inducido (ostectomia diafisaria)

de 5mm en fémur de rata Wistar

(Figura 14) Ostectomia diafisaria en fémur
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Microtomografia Computarizada del andamio de PLA

Se puede observar el defecto intradseo el andamio de PLA ajusta forma adecuada
con el hueso (ver figura 15), sin presentar irregularidades rehabilitando la estructura
0sea mediante el disefio del andamio proporcionandole mayor soporte mediante las
muescas y asemejando hueso cortical gracias a la porosidad del PLA igualando lo

canales y orificios por donde pasan los vasos sanguineos y nervios.

(Figura 15) Andamio de PLA rehabilitando la estructura 6sea.
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Microtomografia Computarizada del andamio hibrido

Se puede observar el defecto intradseo y el andamio de hibrido (PLA y PCL) ajusta
forma adecuada con el hueso (ver figura 16), sin presentar irregularidades
rehabilitando la estructura ésea mediante el disefio del andamio proporcionandole
mayor soporte mediante las muescas y asemejando hueso esponjoso gracias a la
porosidad brindada por el PLA mediante la técnica SLUP, igualando lo canales y

orificios por donde pasan los vasos sanguineos y nervios.

(Figura 16) Andamio hibrido rehabilitando la estructura 6sea.
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9. Discusion

La bioingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario que ayuda en el desarrollo
de alternativas bioldgicas, tiene como objetivo lograr la regeneracion de los tejidos
de forma anatémica y fisiolégica en el lugar del dafio. Se han estudiado diferentes
materiales para tratar la regeneracion tisular. Uno de ellos es el PLA. Por sus
propiedades, como la biocompatibilidad, la induccion de la adhesion y la
proliferacion celular es un biomaterial apto para su uso en el cuerpo humano. Y
diferenciacion. Las propiedades quimicas del PLA permiten la hidrélisis, una vez
degradados los componentes monomeéricos, se eliminan por la via natural del
organismo (ciclo del acido tricarboxilico), por lo que cuando se utilizan para defectos

6seos en fémuir.

Las fracturas y/o los defectos 6seos (carencia de un segmento del hueso) por lo
general causan un gran costo econdmico tanto a la sociedad como a la persona que

lo padece, los periodos de tratamiento pueden llegar a ser largos y complicados:

Por ello es importante hacer estudios de nuevos materiales y tratamientos en
modelos animales que disminuyan el tiempo de recuperacion y que posteriormente
lleven a la aplicacién en humanos. Por lo que en la presente investigacion se trabajé

con huesos de fémur de ratas macho Wistar.

Al igual que la investigacion de Amorosa et al. 2013, en este trabajo también se
fabrico el andamio de un segmento de 5 mm de la diafisis del hueso fémur derecho
de rata macho Wistar constituido de 80% de PLA'Y 20% PCL, sélo se diferencio en

la fabricacion de su andamio ellos agregaron hidroxiapatita.

De acuerdo con el disefio de su andamio, utilizaron un segmento de hueso tomado
por uCT para fabricar un andamio 3D, el cual fue sujetado mediante una aguja de
Kirschner para mantener fijos los fragmentos 6seos y el andamio. De forma contraria
nuestro andamio sujetaba y mantenia fijos los fragmentos 6seos mediante las

muescas laterales disefiadas mediante el programa Rhino (ver figura 17).
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- Proximal
*. femur

Scaffold iMplantation

(Figura 17) En la imagen A se observa el andamio de Amorosa y colaboradores implantados mediante una aguja de Kirschner

y en la imagen B el andamio disefiado en este trabajo sostenido por muescas laterales

Noriko Harada et al. 2014, por su parte realizaron un andamio de PLGA, el cual
implantaron en ratas Fisher que tenian defectos de 5 y 15mm en fémur izquierdo

(Ver figura 18).

Este andamio también se colocé y estabiliz6 mediante cuatro agujas Kirschner de

forma proximal y distal mediante un fijador externo “9).
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Locking screw Threaded bar

Self-tapping threaded pins
(Kirschner wires ®1.4 mm)

5mm 15 mm

(Figura 18) En la imagen A se observa el sujetador externo y las cuatro agujas Kirschner de forma proximal

y distal, mientras que en la imagen B observamos la colocacién del andamio de su respectivo tamafio.

De acuerdo con las investigaciones descritas anteriormente concordamos con
Morosa et al., en la toma de tomografias computarizadas para disefiar un andamio
a la medida que concuerde con la anatomia 6sea del fémur de rata Wistar, ya que

le da mayor precision asemejando la estructura 6sea.

Debemos mencionar que en este trabajo mediante el disefio se busco darle una
alternativa al uso de agujas Kirschner y otros tipos de implantes, sustituyéndolos
con apoyo del disefio 3D, buscando el soporte en el mismo andamio, a diferencia

de las investigaciones mencionadas.

La limitante encontrada en la presente investigacion fue la falta de tiempo para
comprobar la eficacia del andamio en tratamiento de fracturas o defectos 6seos, por
lo que se invita a seguir estudiandose e investigandose el disefio y uso de andamios
en modelos animales para la obtencion de resultados favorables y posteriormente

extrapolar en humanos para mejorar la calidad de vida.
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10. Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que:

v' El andamio de PLA presenta semejanza anatémica y estructural con el

segmento de diafisis de hueso fémur de rata Wistar.

v" El andamio hibrido presenta semejanza anatdmica y estructural con el

segmento de diafisis de hueso fémur de rata Wistar.
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11.Perspectivas a futuro

Los resultados del presente trabajo son prometedores, por lo cual se sugiere

continuar con la linea de investigacion y se propone lo siguiente:

v Continuar con la realizacién de pruebas mecanicas en los andamios hibridos

para conocer su comportamiento.

v' A pesar de que los materiales empleados son biocompatibles, es
necesario realizar pruebas de biocompatibilidad celular para corroborar

que su manipulacién en la impresora no modificé sus propiedades.

v Los andamios de PLA fabricados muestran semejanza anatomica y
estructural con el segmento de diafisis de hueso fémur de rata, por lo cual se
sugiere continuar con estudios in vivo, realizando defectos segmentales en

ratas Wistar.

v' Realizar evaluaciones histolégicas y mecanicas de los resultados in vivo.

v" Dependiendo de la respuesta in vivo, a futuro se pueden realizar estudios
traslacionales no solo de huesos largos, en el area odontolégica se pueden
realizar tratamientos a la medida en defectos de tamano critico de cabeza y
cuello, por ejemplo, en hemimandibulectomias, defectos craneales,

maxilofaciales, etc.
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