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. Resumen

Una de las estrategias de la ingenieria tisular es la impresion de andamios 3D para
la regeneracion de tejido 6seo. Dentro de esta técnica uno de los biomateriales mas
utilizados es el PLA. A pesar de reportarse una diferencia de propiedades segun el
color, existe poca informacion y se utiliza indistintamente. Por lo cual, el presente
trabajo intenta dilucidar si existe diferencia en el PLA con o sin color. Evaluar la
estructura superficial y respuesta celular de andamios impresos en 3D, blancos y
transparentes. Se imprimieron 50 andamio con PLA blanco y transparente
respectivamente. Posteriormente, se llevaron a cabo dos fases: in vitro e in vivo. En
la primera fase se estudié la superficie estructural, tamafio de poro, porcentaje de
porosidad y pruebas mecanicas de compresion. Asi como, viabilidad celular,
actividad de la enzima fosfatasa alcalina y alizarina roja. En la fase in vivo, se evalu6
su respuesta inflamatoria por medio de muestras histolégicas. La estructura
superficial del andamio blanco se observd con mayor definicion y fidelidad al disefio
original en comparacioén al transparente. Por ende, el porcentaje de porosidad en el
andamio blanco fue de 67% mientras que el transparente obtuvo 53%. Finalmente,
se observo la aceptacion de los andamios; sin embargo, las muestras histoldgicas
revelan mayor presencia de células gigantes de tipo cuerpo extrafio en el andamio
transparente. El pigmento del poliacido lactico favorece procesos como el modelado
por deposicién fundido por su tension superficial puede mantener su forma al ser

enfriado y por consecuencia tener mejor estructura superficial.
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Il. Abstract

One of the strategies used in tissue engineering is printing 3D scaffolds for
regenerating bone tissue. PLA is by far the most used biopolymer in FDM. Even
though there are few studies proving that colored or lack thereof in PLA changes
properties, little importance is given and used indistinctly. Therefore, it is important
to clarify if indeed properties change and shed light on this topic. Evaluate the
superficial structure and cellular response of scaffolds printed in 3D with white and
translucent PLA. Fifty scaffolds were printed in white and translucent PLA. In the in
vitro stage the superficial structure, pore size, porosity, and mechanical properties
like compression. As well as cell assays like WST-1, ALP, and ARS in both scaffolds.
The in vivo stage used Wistar male rats that were put under to intervene surgically
and then obtain histology samples to the inflammation response. The superficial
structure of the scaffold printed with white PLA presented with better definition and
fidelity to the original design compared with the translucent. Consequently, the White
scaffold had 67% porosity and a wider range of big pores whereas the translucent
only had 53% porosity and smaller pore size range. Finally, it was proven that HFOB
cells had good acceptance to both scaffolds, even though in the histology samples
the translucent showed more presence of foreign body giant cells. The pigment in
polylactic acid favors processes like Model fused deposition because superficial
tension helps it maintain the shape when it is cooling, leading it to have better

superficial structure.
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[1l. Introduccién

La Ingenieria tisular es un campo prometedor, su objetivo principal esta orientado al
reemplazo o regeneracion de tejidos dafiados o perdidos por multiples factores, a
través del desarrollo de andamios que imiten la matriz extracelular, restaurando las
funciones biolégicas mediante la combinacién de principios de ingenieria y ciencias

biolégicas.

La ingenieria de tejido basada en andamios es prometedora para la rehabilitacion
de defectos 0Oseos, siempre y cuando se cumplan las caracteristicas idoneas:

biodegradable, bioabsorbible, bioactivo y biocompatible.

Actualmente, se han propuesto materiales funcionales recubiertos de metal, asi
como polimeros biodegradables como la siguiente generacibn de medicina
ortopédica para la ingenieria de tejidos. Incluso se ha propuesto combinarlo con

materiales oste inductivos como hidroxiapatita y tricalcico de fosfato ceramico.

Una estrategia para la fabricacion de andamios es la impresion 3D, con
biomateriales como poliacido lactico (PLA) que ha sido utilizado en el area médica
y en la ingenieria de tejidos 6seos. A pesar de que el modelado por deposicion
fundida es de las técnicas mas utilizadas, no esta completamente industrializada.
Puesto que, el proceso implica muchos parametros especificos, y la falta de
estandarizacion de estos, asi como de los materiales expuestos por casas
comerciales presenta un reto. El PLA blanco o transparente se usa para la sintesis
de andamios, sin embargo, actualmente existe poca literatura cientifica que
especifique si el color de dicho biomaterial influye en la respuesta estructural y

biolégica de los andamios.
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IV. Antecedentes

IV.1 Medicina regenerativa

La medicina regenerativa es una rama de la medicina la cual tiene como objetivo
principal reemplazar, fabricar o regenerar células humanas, tejidos u érganos para

restaurar la estructura y su funcionamiento 1.

Para lograr estos fines se pueden utilizar tres técnicas: la terapia celular, la
regeneracion tisular guiada y la ingenieria tisular. La terapia celular en un sentido
amplio incluye cualquier tipo de tratamiento que utiliza células como agente
terapéutico. Contempla la implantacion de células o del material celular en el tejido

dafado para lograr la reparacion. El material celular puede ser generado:

e Por medio de cultivo ex vivo, que puede proceder del propio paciente (células
auto geénicas).

e Por medio de un donante de la misma especie (células alogénicas)

e En Ultima instancia pueden ser a partir de una distinta especie (células

Xenogénicas)

Algunos ejemplos de este procedimiento con gran éxito en la actualidad son las
transfusiones sanguineas y el trasplante de médula 6sea. La regeneracion tisular
guiada se refiere a regenerar el tejido in situ mediante la estimulacion del
crecimiento de las células del propio tejido dafiado mediante biomateriales,

farmacos, factores de crecimiento o terapia génica 2.

La ingenieria tisular es una rama de la medicina regenerativa cuyos objetivos
principales estan orientados al reemplazo o regeneracién bio artificial de tejidos, asi
como organos propios del cuerpo que llegaron a ser dafiados por multiples factores:
guemaduras, malformacion congénita, o incluso alguna enfermedad adquirida. Por

lo cual, se encarga de desarrollar distintos materiales que reemplacen la matriz
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extracelular natural para que las células se puedan formar a partir de ello para

cumplir su apropiada estructura y funcién 22,

Es importante proveer el ambiente y condiciones para lograr una adecuada
regulaciéon celular y una entrega de factores bioactivos. La naturaleza nos deja en
claro que este objetivo es alcanzable debido a que desde el nacimiento se ha tenido

éxito con procesos de curacion y reparacion de fracturas de forma habitual 2.

La ingenieria de tejidos hace énfasis en la terapia basada en células, enfocandose
en métodos de recoleccion y expansion in vitro de los tejidos vivos. El disefio de
biomateriales y andamios o scaffolds brindan un soporte extracelular artificial, que
reemplaza a la natural y provee un espacio tridimensional, para que las células
puedan formar el nuevo tejido con su apropiada estructura y funcién. En el &mbito
médico ha sido importante su aportacion ya que a diferencia de la cirugia
reconstructiva que se encarga de reparar el tejido, la Ingenieria tisular tiene como

objetivo la regeneracion de este 4,

Ingenieria de tejidos

Células
mesenquimales

Células

Andamios a partir
de biomateriales

Factores de crecimiento

Andamios Sefializaciones

Figura IV.1. Triada de la Ingenieria de Tejidos. Modificada de George K. B. Sandor*,
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IV.2 Biomateriales

En la ingenieria tisular, la generacion de tejidos artificiales de origen mesenquimal
como el hueso, cartilago, la dermis o la lamina propia de la mucosa oral requiere un
material que actie como sustituto de la matriz extracelular del tejido nativo. Para

ello se utilizan diferentes biomateriales #,

Un biomaterial se define como productos empleados para reproducir la funcién de
tejidos vivos en sistemas bioldgicos de forma segura, mecanicamente funcional y
aceptable fisiolégicamente, que son temporales o permanentes implantados en el
cuerpo y que tratan de restaurar el defecto existente y, en algunos casos regenerar

tejidos °.

En la ingenieria tisular, los biomateriales deben favorecer la funcion biolégica, asi
como la mecénica de las células ya que actlan como una matriz extracelular
artificial. Estos materiales deben de cubrir ciertos requerimientos como el darles a
las células espacio en tercera dimension para conformar nuevos tejidos con la
estructura y funcion apropiada. Las células que se emplean por lo regular suelen
ser de anclaje y pueden morir si no hay una base para la adhesion celular ya que

deben actuar como una matriz extracelular artificial 4.

Para el uso de los biomateriales en tejido vivo se debe cumplir ciertos requisitos
generales que se engloban en el concepto de biocompatibilidad, implica que el
material empleado no cause dafio al cuerpo, pero ademas de los tejidos que lo
rodean. Se dice que el material no es biocompatible cuando sea toxico al organismo
y produzca la muerte de los tejidos que rodean al material. Es importante considerar
su estabilidad tanto a corto como a largo plazo, asi como el mantenimiento de sus
propiedades y estructura quimico-fisica en el entorno biolégico durante el tiempo

gue permanezca en el organismo °.
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Ademas, deben poseer propiedades mecanicas y quimicas especificas para
garantizar la funcion para la cual fueron disefiados. Esta viabilidad funcional es
critica y esta relacionada con la capacidad del material para desempenfiar su papel
en una aplicacion concreta, garantizando a largo plazo la funcién del érgano o tejido

donde se implanta 7.

Un biomaterial nuevo debe ser sometido a pruebas clinicas: simulaciones
biomecanicas, modelos in vitro, ensayos toxicolégicos y de biocompatibilidad, e
implantacion en modelos animales 638,

Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

1. Ser biocompatible, aceptado por el organismo receptor, y no provocar que

éste desarrolle mecanismos de rechazo ante la presencia del biomaterial.

2. No ser toxico, ni cancerigeno.

3. Ser quimicamente estable, o biodegradable en productos no toxicos, al
menos durante el tiempo programado, ya que hay biomateriales

biodegradables y permanentes.

4. Resistenciay propiedades mecanicas, caracteristicas superficiales, el tiempo

de fatiga y el peso sean los adecuados.

5. Disefio, tamafio y forma del implante deben ser adecuados.

A todo ello debe afadirse el ser costeable para poder ser reproducible y su

procesamiento facil para su produccion en gran escala &7,
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Los biomateriales se pueden clasificar por origen; sintéticos y naturales que a su
vez se derivan en diferentes clasificaciones. En esta investigacion se estudiaron los

sintéticos °.

Generalmente los materiales poliméricos proveen mas control en cuanto a
caracteristicas de andamios como tamafio de poro, porosidad, solubilidad,

biocompatibilidad, reacciones enzimaticas y respuestas alérgicas °.

Biomateriales

I

|

Naturales Sintéticos

1

Gelatina Polisacarido Metal Polimeros Ceramicos

Figura IV. 2. Clasificacion de biomateriales por origen.

IV.3 Regeneracion de tejido 6seo

La rehabilitacion de los defectos 6seos ha cobrado gran relevancia en los ultimos
afnos, dado el numero de dafios en articulaciones y fracturas 6seas que se producen
por distintos motivos. En funcion del tipo de lesion, en los tratamientos se puede
utilizar autoinjertos, aloinjertos (cuyo éxito dependerd de la forma de
almacenamiento del material del donador, de los problemas de infeccion y de la
reaccién inmune) y los xenoimplantes, a los que ademas se pueden sumar los

problemas derivados del rechazo inmune a un tejido de otra especie °.
____________________________________________________________________________________________________|
8
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IV.3.1 Injerto Autélogo

El hueso autdlogo ha sido aplicado como material para el aumento 6seo con muy
buenos resultados. Presenta propiedades ideales del injerto; osteogénico, osteo
conductor y osteo inductor; ademas de su rapida cicatrizacion, incomparable con
ningun otro material, convirtiendose en el “Golden standard” para la cirugia 6sea

reconstructiva 910

Un aspecto importante de considerar es el origen embrionario del injerto, ya que
sugiere que la tasa de reabsorcion del injerto depende de su origen embriologico,
los de origen membranoso (injerto de calota o0 mandibula) no se reabsorben tanto
como los de origen endocondral (injertos de cresta iliaca). Los injertos 0seos
esponjosos se reabsorben mas rapido que los injertos corticales, lo que indica que
la reabsorcion depende principalmente de la estructura y microarquitectura del
injerto. Los injertos 0seos con o0 sin utilizacion de biomateriales constituyen una

alternativa para la rehabilitacion de defectos 6seos .

IV.3.2 Aloinjertos

Los aloinjertos provienen del tejido 0seo de individuos de la misma especie;
presentan propiedades osteo conductoras, que estimulan la formacion de hueso.
Ejemplos son el hueso fresco congelado, el hueso deshidratado congelado y hueso

desmineralizado liofilizado 12,

Los bancos de hueso permiten disponer de una cantidad limitada de hueso y sin la
morbilidad de su extraccion. Inevitablemente, se plantea el riesgo de transmision de
enfermedades para los receptores, por lo que el desafio de mantener los injertos
seguros resulta esencial y una premisa fundamental, consiste en contar con un

adecuado y fiable banco de huesos y tejidos %13,
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Los aloinjertos tienen ciertas ventajas frente al autélogo, evitando la morbilidad del
sitio donante y el compromiso de tejidos sanos del huésped; disponibilidad
inmediata, posibilidad de obtener tamafios, formas y cantidad apropiada, asi como
almacenamiento durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, no se debe
perder de vista sus desventajas tales la potencial transmisién de enfermedad y

respuesta antigénica. *
IV.3.3 Xenoinjertos

El xenoinjerto es un sustituto 6seo procedente de especies distintas al receptor, bien
de animales o minerales semejantes al hueso, derivados de corales o algas. Estos
son biocompatibles y presentan propiedades osteo conductoras, soportando el
crecimiento vascular, la migracion y diferenciacion celular y la consecuente
formacion de hueso siempre en medio osteogénico propicio. Con el tiempo se

observa que los espacios Inter particulares se rellenan con hueso nuevo 3,

Los xenoinjertos presentan una facil disponibilidad y estan enteramente libres de
peligro de transmision de enfermedades, siempre y cuando se cumplan los
protocolos de procesamiento de esterilizacion. Los xenoinjertos mas empleados en

la vida cotidiana son los derivados de hueso bovino, porcino y equino 2,

I\V.3.4 Aloplasticos

Los injertos aloplasticos para tejido 6seo son materiales de naturaleza no organica,
sintéticos y al igual que los xenoinjertos osteo conductores. Existe una amplia
variedad de materiales, bio cerdmicas, y cristales bioactivos. Existen diferencias
estructurales entre ellos, también en su composicion y en sus propiedades

mecanicas, asi como bioldgicas .

El hueso esta compuesto por una fase mineral (69%, hidroxiapatita, fosfato célcico,
carbonato, etc.) una fase orgénica (22% de la cual 90% es colageno y el resto

componentes celulares) y 9% agua. Aunque el mejor sustitutivo 6seo es el hueso
I —
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mismo, también se puede recubrir la zona del defecto con dispositivos fabricados
con biomateriales metalicos y poliméricos o combinaciones de ellos; todo depende

de la lesion 12,

A pesar de las limitaciones para algunas de las aplicaciones se han desarrollado, y
contindan en estudio, algunos biomateriales ceramicos potencialmente sustitutos de
0seos, como los cementos fosfato célcicos. Una terapia alternativa que ha
recobrado importancia en investigaciones recientes ha sido el reemplazamiento
protésico constituido por la regeneracién biolégica con restauracién de la
mineralizacion. En este caso se utilizan osteoblastos que crecen sobre andamios o
hidrogeles de polisacaridos que pueden incluir factores de crecimiento y

diferenciacion 1115

Los biomateriales cumplen como injerto. Estos injertos podran ser de diferentes
tipos, tales como, la oste induccién consiste en la obtencion de células de tipo
mesenquimal que pueden diferenciarse en osteoblastos y condroblastos. La osteo
induccion esta mediada por factores del injerto y es escasa en injertos mineralizados
(su maxima capacidad osteoinductora proviene de células que porta) y muy
importante en los no mineralizados. La matriz ésea contiene diversas proteinas
morfogenéticas, factor transformante B, factores similares a la insulina | y I, factores
de crecimiento fibroblastico &cido y basico, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, interleucinas, factores estimuladores de colonias de granulocitos y de
granulocitos- macrofagos, etc. los cuales inducen la diferenciacion de las células
mesenquimales en osteoblastos. La exactitud de asiento del injerto osteo conductor
es esencial para tener éxito, ya que este depende del reclutamiento de las células

del huésped 1617,

Por ejemplo, en un lecho muy fibrético e irradiado previamente la formacion de
hueso alrededor del injerto dependerda casi exclusivamente de la capacidad
osteogénica del mismo y no de su capacidad osteoinductora. Sin embargo, la osteo

induccién no es una propiedad exclusiva de la matriz ésea y sus proteinas, puesto
I —
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gue recientemente ha sido utilizada para aloinjertos 6seos esterilizados vy

conservados y para diversos biomateriales 1617,

La osteo conduccién es el proceso tridimensional de crecimiento de brotes
vasculares, tejido perivascular y células osteo progenitoras desde el lecho del
receptor al interior del injerto. La osteo conduccién puede ocurrir por una
neoformacién ésea activa por osteo induccién o puede suceder pasivamente sin la
participacion del propio injerto, como sucede en la mayoria de los aloinjertos

corticales 18,

La osteo conduccion no es un proceso aleatorio y sigue un patron espacial ordenado
y predecible determinado por la estructura del injerto, el aporte vascular desde los
tejidos colindantes, el ambiente mecéanico y la presencia de otros biomateriales *°,

IV.4 Alternativas en bioingenieria de tejidos

IV.4.1 Andamios o constructos 3D

El campo de estudio de la ingenieria tisular es multidisciplinario que en los ultimos
afos ha cobrado relevancia en medicina clinica, ingenieria mecanica, especialistas
en biomateriales, genética y otras disciplinas dentro de las ciencias médicas y de
salud como ingenieria. Su enfoque de esta disciplina se ha enfocado intensamente
en el uso de andamio porosos 3D para proveer el ambiente apropiado para la

regeneracion de tejidos y 6rganos 2°.

Los andamios actlan esencialmente como soporte para la formacion de tejido y
normalmente se siembran con células y ocasionalmente, factores de crecimiento, o
se someten a estimulos biofisicos en forma de biorreactor. Dispositivo 0 sistema

que aplica diferentes tipos de estimulos mecanicos o quimicos a las células 120,

12
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Estos andamios pueden ser tanto cultivados in vitro para sintetizar tejidos que
posteriormente seran implantados al sitio dafiado, o directamente al sitio dafiado,
utilizando el sistema del cuerpo, donde la regeneracion de tejidos y érganos es
inducida in vivo. La combinacion del andamio, células y sefalizaciones son

conocidas como la triada de ingenieria tisular 2%,
IV.4.2 Tipos de andamios

Estos andamios se podran clasificar en dos tipos; celulares y acelulares. Los
andamios celulares son constructos porosos a los que se le agregan células o
factores de crecimiento que actuan como guia de formacion de tejido. Los andamios
acelulares son fabricados para producir matrices ricas en colageno por medio de

interacciones mecanicas y quimicas 202t
IV.4.3 Caracteristicas de los andamios en la ingenieria de tejidos

Numerosos andamios han sido fabricados a partir de una variedad de biomateriales
y fabricados usando diversas técnicas que han sido utilizadas para la regeneracion
de distintos tejidos y 6rganos del cuerpo. Sin importar el tipo de tejido, es importante
considerar ciertos requisitos al momento de disefiar o determinar si el andamio es

ideal 15:20,

e Biocompatibilidad

El primer criterio para cualquier andamio para la ingenieria de tejido es que debe
ser biocompatible; células se deben adherir, cumplir con la funcion, y migrar a la
superficie y eventualmente a través del andamio y proliferar y asi crear una nueva
matriz. Después de la implantacién, el andamio no puede causar una reaccion
inflamatoria severa que pueda reducir la regeneracion y reparacion, asi como

generar un rechazo por cuerpo extrafio 1°,

13
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e Biodegradable

El objetivo de la ingenieria tisular es permitir que las células propias del cuerpo
eventualmente reemplacen el andamio implantado. Los andamios no estan
destinados a ser permanentes, por lo tanto, este debe ser biodegradable, y asi,

permitir producir su propia matriz extracelular 1314,

Los andamios deben ser fabricados con biomateriales para que asi su degradacion
sea no- toxica y capaz de ser eliminada por el cuerpo sin interferir con otros érganos.
La implementacion de diversas estrategias en la ingenieria tisular de manera
recurrente hace que la inmunologia cobre un rol prominente dentro del area de la
investigacion 13,

e Propiedades mecéanicas

Idealmente, el andamio debe tener propiedades mecanicas de acuerdo con la region
anatdmica en la que sera implantado. Desde una perspectiva practica el andamio
debe ser lo suficientemente resistente para poder ser manipulado en el
procedimiento de implantacién. Si bien esto es importante en todos los tejidos, en
la ortopedia y cardiologia presenta un gran reto. Manufacturar andamios con
adecuadas propiedades mecanicas es en especial dificil cuando se trata cartilago o
hueso ya que estos tejidos deben poseer integridad mecanica desde el momento
gue es implantado hasta que complete la regeneracién. La edad tendra gran
influencia cuando se trata de regenerar; por ejemplo, en individuos jovenes
regularmente una fractura se recupera en seis semanas y tarda aproximadamente
1 aflo para tener integridad mecanica completa, mientras que, en un paciente

anciano el proceso de reparacion se ve aumentado 1°.

Dentro del campo de estudio de la ingenieria tisular se les ha dado gran importancia
a las propiedades mecénicas al disefiar un andamio con aplicacion ortopédica. Sin
embargo, se puede refutar, que gran interés se ha dado a crear andamios que

asimilen las propiedades mecanicas del hueso y cartilago. diversos materiales han
I —
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sido propuestos por poseer buenas propiedades mecéanicas, sin embargo, se ha
visto deficiente en cuanto a porosidad, por lo que materiales que han demostrado
tener un potencial intrico han fracasado al ser implantados sin vida debido a su
capacidad insuficiente de vascularizacion. Por lo tanto, para el éxito de un andamio
sera clave encontrar el equilibrio entre propiedades mecanicas y porosidad que

permita la infiltracion celular y vascularizacion 314,

e Disefio del andamio

El disefio del andamio ser& critico para la regeneracion de cualquier tejido. Los
andamios deben poseer una porosidad alta, asi como intercomunicacion del
andamio al tejido adyacente para asegurar la migracion celular y de nutrientes para
la matriz extracelular (MEC) formada por estas células 1315,

La intercomunicacion del andamio es requerida para que permita la eliminacion de
residuos del andamio, y la degradacién de este debe ser posible sin interferir con
otros organos y tejidos rodeando el defecto. La degradacion del nucleo derivado de
la falta de vascularizacion y eliminacién de desechos del centro del andamio es de
preocupacion para los investigadores. El tamafio de poro es clave, puesto que las
células interacttian principalmente con los andamios a través de grupos quimicos
en la superficie. Los andamios sintetizados de material extracelular natural poseen

enlaces 16

e Tecnologia de manufactura

Debe ser considerado que sea viable desde un punto de vista clinico y comercial,

para lograr ser reproducible 7.

Existen diversas técnicas de fabricaciébn de andamios, sin embargo, la de interés
para este estudio es la impresion 3D, la cual tiene como antecedente como gran

potencial en produccién de andamios funcionales. Cabe mencionar, que los
I —
15



Mariana Nataly Carbajal Casique

andamios 3D son disefiados con estructuras éseas anatbmicamente precisas y que

coinciden con el tamafio y la forma del defecto dseo 1718,
IV.4.4 Impresién 3D

En los dltimos afios ha cobrado gran importancia la manufactura aditiva o bien
impresion 3D puesto que permite personalizar tejidos y 6rganos, ademas de ser
capaz de promover el crecimiento celular, disminuyendo asi la posibilidad de

rechazo al 6rgano o tejido trasplantado 1°.

La combinacion de disciplinas ha generado avance para la medicina actual, debido
a que como objetivo tiene corregir defectos en distintas partes del cuerpo como:
hueso, cartilago y diafragma, desarrollar sustitutos de cérnea y fabricar estructuras
cerebrales, puesto que la impresién permite que se empleen materiales
biodegradables, a los cuales se le pueden afiadir factores de crecimiento o células,

cominmente los mas utilizados son los biopolimeros 2021,

Sin lugar a duda la impresion 3D ha transformado el &rea de la ingenieria de disefio
puesto que permite desarrollar diversos elementos que serian dificilmente
fabricados mediante otras técnicas. Esta tecnologia en auge nace por la necesidad
de adaptacion, flexibilidad, rapidez y costos accesibles para su fabricacién, asi como
la preocupante escasez creciente de donadores. Es por esto por lo que en los
ultimos afios ha ganado gran versatilidad y aplicaciones en diversos campos en
especial el area de la salud, por consecuencia es de gran interés para desarrollar

modelos de aprendizaje, didacticos, prototipos personalizados entre otros 192021
La impresion 3D se define como “el proceso de creacion de objetos mediante el

depdsito de capas de material unas sobre otras”. Esta tecnologia es valiosa porque

permite mejorar la interaccion del andamio y del huésped 22

16
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Existen distintos métodos de fabricacion de andamios en tercera dimension (3D),
cono electro hilado, fundicion con solvente, formaciébn de espuma con gas Yy

separacion de fases 23,

IV.4.5 Electro hilado

Este método se utiliza para sintetizar andamios que imiten la matriz extracelular
nativa, actuando como un entorno natural para las células durante la regeneracion
debido a que las fibras son de tamafio de micras y nano. Esta técnica se fundamenta
en el bombeo de una solucién del polimero a través de una punta de aguja que se
coloca a una distancia determinada de un colector conectado a tierra o con carga
opuesta. La fuerza electrostatica dentro de la gota supera la tensién superficial,
cuando se aplica un voltaje a la punta de la aguja, dando pauta a la expulsién de
liqguido de la aguja. El andamio que resulta de esta técnica es una matriz de fibra no

tejida con geometria dictada por el colector y la configuracion de electro hilado 242>

COLECTOR

>
CAPILAR Q\J
Ty

Figura IV. 3. Técnica de electro hilado. Se observa el fundamento de la técnica para la

FUENTE DE
VOLTAJE

formacién de un andamio.
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[1.4.6 Fundicién de solvente

Esta técnica usa una solucién de polimero que se disuelve en un solvente con
particulas de sal distribuidas uniformemente de un tamafio determinado. Después
de que el solvente se evapora deja atrds una matriz con particulas de sal, la cual,
da como resultado en una matriz 3D porosa que puede ser utilizada para sembrar
células. Cuando se emplee esta técnica el tamafio de poro estara en funcion del

diametro de las particulas de sal 2324
[1.4.7 Espuma con gas

Este método consiste en utilizar en andamio polimero, saturado con un agente
espumante tal como el diéxido de carbono, nitrdgeno o agua a altas presiones. El
fundamento es disminuir la presion del agente espumante, lo que ocasiona la
solubilidad del gas en el polimero, provocando burbujas de gas que crecen sobre el
polimero, como resultado de la inestabilidad termodinamica. El tamafio de poro

empleando esta técnica varia entre 100 a 500 um 23,
IV.4.8 Separacion de fase inducida térmicamente

Esta técnica se fundamenta en crear andamios poros interconectados, por la
disminucién de la temperatura polimero/disolvente a través de la temperatura critica
superior a la del disolvente. El proceso consiste en una solucién del polimero, ya se
sintético o natural, se enfria por debajo del punto de congelacion; lo que lleva a la
solidificacion de las moléculas del disolvente, obligando al polimero a agregarse en
los espacios intersticiales del andamio. Se evapora el disolvente por liofilizacion,
dejando una estructura polimérica con poros intercomunicados que son Utiles para
sembrar células. El tamafio de poro de esta técnica estara en funcion del régimen
de congelacion, la concentracion del polimero, el tamafio de los cristales de hielo y

el pH de la solucién 2526:27
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I\V.4.9 Modelado por deposicién fundida (FDM)

La impresion 3D FDM es un proceso de impresion 3D por extrusion de material. Un
carrete alimenta filamento termoplastico a través de un extrusor que calienta, funde
y extruye el plastico a través de una boquilla fina. Las impresoras 3D de FDM usan

una amplia gama de termoplasticos 27:28

Esté técnica consiste como su hombre lo dice en depositar el material termoplastico
en una consistencia fundida, extruyendo el material en capas delgadas en una
superficie plana, construyendo el modelo tridimensional capa por capa. Capaz de
replicar geometrias complejas, debido a que el termoplastico no puede sostenerse
inmediatamente cuando se deposita por su temperatura. La resolucion de los
constructos esta limitada por el didametro de la boquilla y materiales (termoplasticos

sintéticos, compuestos con cerdmicos y metales) 2628,

El extructor utiliza un sistema de

torque para retraer el filamento en
cantidades precisas. \

El filamento derretido sale por la El bloque calentador derrite el
punta de la boquilla a un diametro e e filamento a una temperatura deseable .
menor al original.

El material extruido es depositado en el
modelo capa por capa. La plato de
impresiénse puede mover en los ejes

X/Y para lograr posicionar el material.

El filamento del carrete se dirige al
extructor.

Figura IV. 4. Técnica FDM. Se observa el proceso de impresién por medio de una serie
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de pasos hasta la obtencion de un constructo 3D.

La aplicacién de esta técnica se enfoca principalmente en tejido musculoesquelético
puesto que los materiales son biocompatibles con el hueso y tejido muscular denso.
La FDM es ideal para piezas de demostracién, planificacién quirdrgica, debido a la
facilidad y velocidad de impresion de muchos modelos u objetos de gran formato.

Una ventaja importante de esta técnica es econdmicay rapida comparada con otras
29,30

A pesar de ser una de las técnicas mas utlizadas, no estd completamente
industrializada. Debido a que, el proceso conlleva una gran cantidad de parametros
especificos, esta falta de estandarizacion hace dificil que sea reproducible en masa

sin perder especificaciones de la impresion 29-30:31

Un aspecto importante en la fabricacion de andamios es el tipo de material que se

utiliza, a continuacion, se describe uno de ellos, debido a su importancia biomédica.

IV.5 El poliacido lactico

A lo largo de la historia, la petroquimica ha desarrollado diversos polimeros que han
beneficiado a la humanidad, pero perjudicado a los ecosistemas. La preocupacion
creciente por el impacto ambiental de los polimeros ha traido consigo el interés y
compromiso de crear métodos alternativos; generando investigaciones para obtener
polimeros biodegradables como alternativa a los convencionales (no degradables)
como el polietileno y poliestireno. El poliacido lactico (PLA) es un polimero sintético

totalmente biodegradable disponible comercialmente desde 1990 2832

El acido lactico es el compuesto base para producir PLA. El acido lactico existe en
dos isbmeros, levorrotatoria acido lactico L o S (+) y dextrorrotatorio &cido lactico D
o R (-). El 4cido lactico dextrorrotatorio es obtenido del musculo animal mientras que

el acido lactico levorrotatorio es el obtenido por medio de fermentacion 3334,
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Figura IV. 5. Ciclo del PLA en la naturaleza. Modificada de Xia L y colaboradores 28,

El PLA es un material versétil que puede elaborarse con diferentes formulaciones

para satisfacer especificaciones y asi mejorar sus propiedades. Puede ser

biodegradable en agua, dioxido de carbono y material organico. Al final del ciclo de

vida del material puede descomponerse en partes mas simples o bien de manera

gue no quede ninguna sefial del producto original 28:29:3536.

El campo de la medicina ha aceptado este polimero por ser biodegradable,

reabsorbible y biocompatible. La importancia que ha cobrado en la industria médica

ha sido por su aceptacién y uso en cirugia, ortopedia, ortodoncia, oftalmologia y

traumatologia y otras ramas de la medicina 3’
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I\V.5.1 Biodegradabilidad

La degradacion del PLA dependera de su cristalinidad y peso molecular. La
degradacion del PLA es mas lenta si la cristalinidad es elevada, si el contenido de
L-P.L.A. es fuerte y si el peso molecular es elevado. En presencia de PLA, los
microorganismos (hongos y bacterias) colonizan la superficie del polimero y son
capaces de segregar enzimas que rompen en pequefos fragmentos el polimero; la
colonizacion de la superficie depende de factores tales como la tension superficial,
porosidad y textura superficial y accesibilidad a las cadenas de polimeros. Los
grupos hidréfilos de las enzimas (-COOH, -OH, -NH) atacan los grupos éster de las
2 cadenas de polimeros mediante reacciones de hidrélisis seguida por reacciones
de oxidacion, de esta forma reducen el polimero a fragmentos de peso molecular
inferiores a 500g/mol, los cuales pueden ser digeridos por los microorganismos.
Las reacciones enzimaticas ocurren generalmente en medio acuoso. Las
condiciones necesarias para que se pueda producir el proceso de
biodegradacion son: Presencia de microorganismos, oxigeno, humedad,
nutrientes minerales, temperaturas entre 20 a  60°C dependiendo de

microorganismo y pH entre 5-8 38
IV.5.2 Bio-reabsorcion

En tejidos vivos el PLA se despolimeriza totalmente por hidrdlisis quimica. La
degradacion del polimero comienza por una pérdida de peso molecular y se termina
por una pérdida de masa, con descomposicion del polimero en mondémeros y
fagocitosis por los macrofagos. La ausencia de un proceso enzimaético realizado por
la reabsorcion del polimero genera una débil reaccion a los tejidos, que se limita a
una reaccion de cuerpo extrafio. El acido lactico se degrada por via de lactatos y
piruvatos y seguidamente es eliminado en forma de CO?, esencialmente por via

respiratoria 2829,
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IV.5.3 Bio-compatibilidad

Fue sometido a procedimientos in vitro tanto como in vivo para evaluar directamente
la citotoxicidad, respuesta alérgica, irritacion, inflamacién y toxicidad crénica y
sistétmica. Los estandares de estas evaluaciones fueron sometidos por la
Organizacion Internacional de Estandarizacion 1SO 10993. Sin mencionar que

también es aprobado por la FDA 3836
IV.5.4 Propiedades del PLA en ingenieria de tejidos

El poliacido lactico como todo material tiene ventajas, asi como desventajas. Un
ejemplo, de ello es su resistencia a los rayos UV, elasticidad, rigidez, posee
caracteristicas fisicas buenas en cuanto a transparencia, hidrofobicidad y
biocompatibilidad. Algunas de sus desventajas es su alta temperatura de
cristalizacion, y que tiende a ser quebradizo. Si bien el PLA tiene un caracter
hidrofébico puede ser combinado con otros materiales para que sea hidrofilico si es
necesario. Su temperatura de fusion (™) de 120-170°C, temperatura de transicion
vitrea (Tg) 54-56°C, es un polimero semi cristalino y tiene 37% de cristalinidad.
Respecto a sus caracteristicas mecanicas, presentan un modulo de traccion de 3.5

GPay una resistencia a la traccion de 52 MPa 4041,
IV.5.5 PLA Técnica FDM

El poliacido lactico ha sido protagonista al hablar del reemplazo de polimeros

desarrollados por petroguimica para ciertas aplicaciones industriales 304142

Ademas, el PLA es un material mejor para imprimir puesto que tiene propiedades
mecanicas significativamente mayores a las de otros termoplasticos como el
policarbonato y otras mezclas de compuestos. Sin embargo, este polimero es poco
estudiado con relacion a la técnica FDM, a pesar de, su gran potencial es renovable,

compostable y biocompatible 33 43,

1 ——
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Aunque hay estudios que indican que la temperatura es uno de los parametros mas
importantes para obtener calidad y precision al crear constructos con PLA. Otra
caracteristica evaluada ha sido la influencia de la pigmentacion, de las propiedades

establecidas por el fabricante son iguales a pesar del cambio de color 3235

En investigaciones previas también se muestra que este material es muy sensible
a la humedad, las condiciones ambientales pueden ser importantes a la hora de
fabricar tanto el polimero como cualquier constructo con el andamio, por lo que
también se tiene que buscar el estandarizar las condiciones del ambiente en el que

se fabrica, pues estas tendran un impacto significativo en el resultado 3844,
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V. Planteamiento del problema

El campo de investigacion de ingenieria tisular se enfrenta a importantes retos en la
reparacion o la sustitucion de tejidos, a pesar de los muchos avances alcanzados.
Los biomateriales utilizados en la construccion de andamios juegan un papel
protagénico por lo que deben de cumplir una serie de requisitos como; ser
biocompatibles, biodegradables, cumplir con ciertas pruebas mecanicas, y una
superficie quimica apropiada que pueda favorecer la adhesién, diferenciacion y

proliferacion celular.

El PLA es un biomaterial utilizado en el &rea médica, asi como, en la ingenieria
tisular debido a sus propiedades, sin embargo, no existe la suficiente informacién
documental del porqué cierto color tiene mejor o deficiente respuesta. Al distinguir
entre sus propiedades, nos da una ventaja en la seleccion del material idoneo, para
la sintesis de andamios y asi avanzar en nuevas tecnologias en beneficio para el
area de la salud. Por lo cual nos hacemos la siguiente pregunta de investigacion ¢ El
pigmento del PLA influye en su respuesta in vitro e in vivo de andamios impresos
en 3D?
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VI. Objetivos

VI.1 Objetivo general

Evaluar la estructura superficial y respuesta celular de andamios impresos en 3D,
blancos y transparentes.

VI.2 Objetivo especificos

e Analizar la estructura del andamio (superficie, porosidad y tamafio de poro).
e Determinar las propiedades mecanicas del material

e Observar la respuesta celular en el andamio

e Determinar la respuesta de viabilidad celular

e Estimar la actividad de la enzima fosfatasa alcalina.

e Describir la respuesta inflamatoria
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VII. Justificacion

Al imprimir el disefio establecido bajo las mismas condiciones; es decir, parAmetros de
impresion (temperatura, velocidad, soporte, etc.) casa comercial de la impresora, ambiente
del material etc., se observé que el andamio impreso con PLA blanco era mas fragil en
comparacion al transparente. Por lo cual se plantea la pregunta ¢ Habra algan cambio en la
respuesta celular in vivo e in vitro de andamios de PLA impresos 3D blancos y
transparentes? Al indagar se encontré evidencia cientifica que reporta un cambio por la
ausencia de pigmento en cuanto a la técnica de impresién, modelado por deposicion
fundida. Si bien en estos estudios se habla de la importancia en cuanto a los parametros
de impresién, los cuales son mas de 100 presenta un reto para la disciplina ya que estos
varian de estudio a estudio. A pesar de esta informacién se utiliza de manera indistinta el
PLA con o sin pigmento. El siguiente estudié evalla diferentes caracteristicas de los
andamios para conocer si es que hay o no diferencia y con ello garantizar una eleccion de

un material idéneo para la creacion de andamios para la regeneracion tisular guiada.

VIII. Hipoétesis

El andamio impreso en 3D de PLA blanco tendra una mejor estructura superficial,
asi como una respuesta celular favorable en comparacion con el andamio 3D

transparente.

IX. Material y método

IX.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio fue descriptivo longitudinal.

IX.2 Universo de estudio

El universo de estudio fue de 50 andamios impresos 3D con PLA blanco y 50
andamios impresos 3D con PLA transparente.

IX.3 Criterios de seleccién
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e Criterios de inclusién
=> Andamios de PLA blanco con un didmetro de 9mm.

- Andamios de PLA transparente con un diametro de 9mm.

e Criterios de exclusion
- Andamios que no tengan el diametro y/o disefio.

- Andamios que no sean de PLA blanco o transparente.

e Criterios de eliminacion
- Andamios dafiados por defectos de impresion.

- Andamios dafiados por manipulacion.
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Variables Independientes

Definicion operacional

Escala de medicion

PLA blanco

Filamento de Poliacido lactico
de color blanco de 1.75 mm
de diametro.

Variable cualitativa nominal

PLA transparente

Filamento de Poliacido lactico
transparente de 1.75 mm de
diametro.

Variable cualitativa nominal

Variables Dependientes

Definicién operacional

Escala de medicion

Porosidad

Fraccion del volumen de
espacios vacios sobre el
volumen total.

Variable cuantitativa continua

Tamafio de poro

Diametro de espacios vacios
en un material o estructura.

Variable cuantitativa continua

Alizarina roja

Ensayo colorimétrico que tifie
depdésitos de calcio.

Variable cuantitativa continua

Fosfatasa alcalina

Ensayo colorimétrico que
evalla la actividad de la
enzima fosfatasa alcalina.

Variable cuantitativa continua

WST-1

Ensayo colorimétrico que mide
la viabilidad celular.

Variable cuantitativa continua
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IX.5 Técnica

Impresion de los andamios

Se selecciond un disefio previamente realizado por el grupo de investigacion del
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos, DEPel, UNAM. Posteriormente, se
ajustaron los pardmetros de cama, punta y temperatura. Se imprimieron 50
andamios en PLA blanco y 50 andamios en PLA transparente. Finalmente, se retiré

el material de soporte de cada andamio con pinzas de curacion y cuter.

Evaluacion de la estructura superficial

Se tomaron imagenes de micrografia con el microscopio electronico de barrido
(MEB) JEOL 5600 LV con un voltaje de operacion de 25 kV, con un aumento de
25X, en el Laboratorio Central de Microscopia del IFUNAM. Las muestras fueron
preparadas previo a su observacion con un recubrimiento de pelicula de oro

mediante la pulverizacién catddica asistida por plasma.

Porcentaje de Porosidad

Se pesaron 6 andamios blancos y transparentes individualmente. Posteriormente
se tomaron 100 ml de agua miliQ en un vaso de precipitados de plastico. Se taro la
bascula con el vaso de precipitado para sumergir el andamio y se registré el peso.
El andamio se mantuvo sumergido por 30 min y después se volvio a pesar. Se cred
un registro en Excel con los tres pesos; peso seco, peso suspendido y peso

sumergido. La formula empleada para el porcentaje de porosidad del andamio fue:
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Porosity = (Wsat —Wdry) / (Wsat —Wsus) x 100 %

Wsat= andamio saturado de agua.
Wdry= andamio seco
Wsus= andamio suspendido en agua.

W= peso.

Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de osteoblastos fetales humanos (HFOB) del DEPel. Se
us6 medio de cultivo DMEM/F-12 (medio Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de
nutrientes F-12) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una solucion
de antibiéticos (Penicilina 1000 Ul/ml, estreptomicina (100 pug/ml) y funsigona (0.3
pg/ml). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C y en una atmosfera
de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% de humedad. Los andamios
previamente fueron esterilizados con gas de 6xido de etileno. Se realiz6 cambio de
medio al tercer dia a medio osteogénico (50 um de &cido ascérbico, 10 mM de B-

glicerofosfato y 10-7 M de dexametasona) como inductor a la diferenciacion.

Ensayo de Viabilidad celular (WST-1)

Con el objetivo de evaluar la viabilidad de las células HFOB en los andamios
impresos en 3D, se utiliz6 el ensayo WST-1, el cual se fundamenta en la
transformacion de la sal de tetrazolio WST-1 (4-[3-84-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
disfulfanato de benceno) a formazan soluble por medio de la enzima mitocondrial
deshidrogenasa, la actividad de la enzima incrementa la cantidad del colorante de
formazéan, lo que corresponde directamente con la actividad metabdlica de las

células.
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Ensayo de Fosfatasa alcalina (ALP)

Para evaluar la actividad ALP en los andamios con células HFOB en medio
osteogénico, se uso el ensayo colorimétrico ALP (Abcam, Cambridge, Reino Unido)
gue se basa en la desforilacién de pNPP por la enzima ALP que genera un color

amarillo.

Ensayo de Alizarina Roja (ARS)

El ensayo de Alizarina Roja (ARS), se us0 para la deteccion visual de los depdsitos
de calcio formados por las células HFOB, en un medio osteogénico, sobre los
andamios 3D clasificados por su tiempo de degradacion usando el kit de tincién de
(ARS) con una solucién de 40 mM pH 4.2 (Osteogénesis Kit, Millipore).

LUCM estructura superficial de andamios con células

Se tomaron imagenes de micrografia con el LUCM. Microscopio Electrénico de
Barrido de Ultra-Alta Resolucion JSM-7800F en el Laboratorio Central de
Microscopia del IFUNAM. Las muestras fueron preparadas previo a su observacion
con un recubrimiento de pelicula de oro mediante la pulverizacion catédica asistida

por plasma.

Intervencién quirdrgica

Se utilizaron 9 ratas Wistar macho Los procedimientos quirdrgicos siguieron los
procedimientos establecidos por el Comité Interno de Cuidados y Usos de Animales
de Laboratorio (CICUAL) aprobado con numero FO-M001-0009-2021y la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z001999.

Los diferentes grupos de especimenes se tranquilizaron via intramuscular con

Ketamina (80 mg/kg) y sedaron con Isoflurano por via inhalada por medio de
I —
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sistema de anestesia SomnoSuite. La zona quirdrgica se rasuro y se realizd
antisepsia de rutina con yodopovidona, a continuacion, se realizé una incision lineal
de 2 cm a través de la piel en el dorso de la rata. Posteriormente con unas pinzas
mosco-delgadas se separaron los tejidos para implantar los andamios en cada
costado, derecho blanco, izquierdo transparente. Se mantienen en observacion por

el periodo de 7, 21y 41 dias.

Eutanasia de los animales

Al concluir el tiempo establecido, se llevo a cabo la eutanasia animal, utilizando
monoxido de carbono para evitar el dolor y sufrimiento hasta llegar el paro
cardiorrespiratorio, de acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z001999. Después se hizo la recoleccion del tejido subcutaneo con el

andamio para fijar en formol al 10% durante 24 horas para su fijacion.

Histologia

Las muestras obtenidas del tejido después de su fijacion con formol al 10%. Se
cortaron para obtener laminillas de 5 micras de grosor y fueron tefiidas con

hematoxilina y eosina, para posteriormente ser observadas a un aumento de 10x.

IX.6 Andlisis estadistico

Resultado celular in vitro

En el ensayo de WST-1 se realiz6 una prueba ANOVA de 2 vias con prueba post
hoc de Tukey. Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos
con una p valor <0.05(*), p<0.01(**) y p<0.001(***). Se utilizé el programa estadistico
GraphPad Prism 9.4.1
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En el ensayo de fosfatasa alcalina se realiz6 una prueba ANOVA de 2 vias con
prueba post hoc de Tukey. Los resultados fueron considerados estadisticamente
significativos con una p valor <0.05(*), p<0.01(**) y p<0.001(***). Se utilizé el

programa estadistico GraphPad Prism 9.4.1
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X. Resultados

X.1 Descripcién superficial del andamio

Se imprimieron andamios en 3D de color blanco y transparente, (Figura. X.1) se
puede observar una fotografia donde se comparan estos dos, es preciso mencionar
gue el blanco presenta una mejor definiciébn en cuanto a la estructura de sus poros

y micro canales en comparacion del andamio transparente.

El disefio del andamio tiene un diametro de 9 mm y 1 mm de grosor. Una vez,
impreso el andamio con diferente color de PLA se midi6 el diametro y grosor para
comparar con respecto al disefio. El andamio blanco presento un diametro de
9.15mm y 1.01lmm de grosor mientras que el andamio transparente presento un

diametro de 8.96mm y grosor de 0.97mm.

Figura X.1. Estructura superficial de andamios de PLA impresos 3D. A) Andamio de PLA
transparente. B) Andamio de PLA blanco.

35



Frecuencia

Mariana Nataly Carbajal Casique
X.2 Tamafio de poro

A partir de imagenes MEB, se ultilizo el software Image J, para obtener la medicion
del diametro de los poros de ambos andamios. Posteriormente, se analizaron los
datos con el software SPSS 50, en el cual se observa que el tamafo de poro se
apega al disefio y sus poros heterogéneos.

En el caso del andamio blanco se observa una mayor tendencia de poros abiertos
respecto al transparente. En el andamio blanco se observa que las mediciones de
los poros abiertos llego hasta las 700 um mientras que en el transparente los poros
Unicamente alcanzaron las 600 um. En cuanto, a los poros ciegos el diametro de
poro menor del andamio blanco midié 100 um a diferencia del andamio transparente

en el cual su didmetro de poro menor midié de 50 um.

Transparente Blanco

Media = 314.53

Desviacion estandar= 119.943 R{“;?"ié" e
N=60 =

125 1259

10,0 100

Frecuencia

" 10000 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 MM
00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 60000 MM

Tamafio de poros
tamafio de poros

Figura X.2. Frecuencia de tamafio de poro. Histograma con el rango de tamafio de poro, del lado
izquierdo el andamio de PLA transparente y del lado derecho el andamio de PLA blanco.
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X.3 Porcentaje de Porosidad

Después de haber utilizado el principio de Arquimedes, asi como, la férmula descrita
en la metodologia. El porcentaje de porosidad obtenido del andamio blanco fue 67%

mientras que en el andamio transparente fue de 53%.

PORCENTAJE DE POROSIDAD

X
~
[(

53%

TRANSPARENTE BLANCO

Figura X.3. Porcentaje de porosidad. Se representa graficamente el porcentaje de porosidad del lado
izquierdo transparente y derecho andamio blanco.
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X.4 Pruebas mecanicas

Se evaluaron las propiedades mecanicas con una prueba de compresion, cuyos
resultados se interpretan por medio de la curva esfuerzo-deformacion. Se obtuvo el
Modulo de Young de cada andamio, dando como resultado 1.607MPa para el

andamio blanco como 2.431 MPa en el andamio transparente.

Curva esfuerzo - deformacion

60
50
0
30

20

Esfuerzo (MPa)

10

0 0.2 0.4 06 0.8 1 12

@®BLANCO @ TRANSPARENTE

Deformacioén

Figura X.4. Gréfica de esfuerzo-deformacion. Se observa la resistencia de ambos andamios
ante la compresion. El andamio de PLA blanco representado por el color azul y el PLA
transparente por el color anaranjado.
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X.5 Imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

X.5.1 Blanco

Los andamios fueron recubiertos con oro para poder ser observados en Microscopio
electrénico de barrido. En las cuales se lograron estudiar la estructura superficial de
ambos andamios con distinto color de PLA. En el andamio de PLA de color blanco,
se puede apreciar una buena definicién de poro, el cual se apega al disefio original.
Se observa el material depositado capa por capa, donde cada capa esté delimitado
y con bordes definidos. También se aprecian fibras delgadas entre los micro canales
debido a la técnica, sin embargo, estas fibras del material no obstruyen el micro
canal por lo contrario esta delimitada el micro canal. En la imagen de la region
central del andamio se pueden observar tanto los poros abiertos como cerrados.

Figura X.5. Imagenes MEB del andamio en 3d impreso con PLA blanco Se observa en la imagen A) Centro
del andamio. B) Lateral derecho del andamio. C) Se aprecian el filamento depositado capa por capa. D) Parte
superior del andamio.

1 ——
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X.5.2 Transparente

Los andamios fueron recubiertos con oro para poder ser observados en Microscopio
electrénico de barrido. En las cuales se lograron estudiar la estructura superficial de
ambos andamios con distinto color de PLA. En cuanto al andamio impreso con PLA
transparente se observa una pérdida de definicion en los poros. Los micro canales
se encuentran obstruidos por la deposicion del material, asi como algunos poros
abiertos. A diferencia de la imagen del andamio blanco no presenta capas de
material definidas, al contrario, se unen entre ellas para formar una capa sin bordes
definidos. Se observan los poros abiertos con bordes indefinidos y con algunas
fibras de material, estas fibras del material se ven de un extremo del andamio a otro.
Se aprecian algunas conglomeraciones del filamento en poros tanto cerrados como

ciegos.

Figura X.6. Imagenes MEB del andamio en 3d impreso con PLA transparente. Se observa en la imagen
A) Poros obstruidos de la zona central del andamio. B) Se observa la zona lateral de andamio con poros
indefinidos. C) Se aprecian el filamento depositado capa por capa conglomerada. D) Vista de la parte superior
del andamio, donde se ven poros obstruidos por filamento, asi como filamento excedente.
I —
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X.6 Ensayo de viabilidad celular (WST-1)

El ensayo de WST-1 se utiliza para medir la viabilidad celular. Posteriormente, de
haber cultivado la linea celular de hFOB en los andamios impresos 3D de PLA
blanco y transparente se evaluaron la respuesta de viabilidad celular alos 3, 7y 14
dias. Después de medir su observancia se hizo un analisis que es representado con

el grafico (Fig. X.7).

En donde se puede observar que no hubo diferencia significativa entre el andamio
impreso con PLA blanco y el transparente, como muestra el grafico. Sin embargo,
en el tercer dia existe una diferencia estadisticamente significativa del andamio

transparente respecto al blanco contra transparente, asi como con el control

positivo.
WST-1
*
4 ns
- %
pua Blanco
el Transparente
2 Control+
Ry, ns Bl Control-
S
14 -
JHLEN I i

] T
3 7 14

TIEMPO DE EVALUACION

Figura X.7. Gréfica del ensayo de viabilidad celular (WST-1). Los asteriscos muestran diferencia
estadisticamente significativa
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X.7 Ensayo de fosfatasa alcalina

La prueba de fosfatasa alcalina permite medir la actividad de esta enzima.
Posteriormente, de haber cultivado la linea celular de hFOB en los andamios
impresos 3D de PLA blanco y transparente se evaluaron la respuesta de viabilidad
celular a los 3, 7 y 14 dias. Después de medir su absorbancia se hizo un analisis

gue es representado con el grafico (Fig.X.8).

No hubo diferencia significativa tanto en el dia 7 como 14. Sin embargo, en el dia 3
tanto el andamio impreso con PLA blanco como el transparente, mostraron
diferencia significativa contra el grupo control, lo cual nos indica que la enzima
presenta mayor actividad en los primeros dias de evaluacién como se observa en
la (Fig.X.8)

FOSFATASA ALCALINA
15
ns Blanco
* Transparente
& W * Control +
= il
< ns
o
O
5_
0 | I |
3 7 14
TIEMPO DE EVALUACION

Figura X.8. Gréafica del ensayo de fosfatasa alcalina. Los asteriscos muestran diferencia significativa.
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X.8 Ensayo de Alizarina Roja

X.8.1 7 dias

El ensayo de Alizarina Roja (ARS), se usé para la deteccién visual de los depésitos
de calcio formados por las células hFOB. Las cuales se evaluaron el dia 7 tanto

como 14.

Después de la tincién con alizarina roja y desecado de las muestras se observan
depdsitos de calcio formado en mayor cantidad en el andamio blanco, asi como una
ligera tincion entre las capas del material, mientras que en el andamio transparente

solamente se aprecia una ligera tincion entre las capas depositadas del material.

Figura X.9. Andamios con células HFOB alos 7 dias tefiidos con alizarina roja. A) Zona inferior del andamio
de PLA blanco con formacién moderada de depdsitos de calcio. B) Zona centro del andamio de PLA blanco con
formacién moderada de depdsitos de calcio. C) Zona centro del andamio de PLA transparente con escas
formacion de depdsitos de calcio. D) Nula presencia de depdsitos de calcio en la zona inferior de andamio de

PLA transparente.
I —
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1X.8.2 14 dias

El ensayo de Alizarina Roja (ARS), se us6 para la deteccion visual de los depdésitos
de calcio formados por las células hFOB. Las cuales se evaluaron el dia 7 tanto

como 14.

Después de la tinciéon con alizarina roja y desecado de las muestras se observan
depdsitos de calcio mas definidos y tefiidos con respecto a los de los 7 dias. Se
formaron en mayor cantidad en el andamio blanco con respecto al transparente y

en ambos se aprecia una ligera tincién entre las capas del material.

Figura X.10. Andamios con células HFOB a los 14 dias tefiidos con alizarina roja. A) Zona inferior del
andamio de PLA blanco con formacién de depésitos de calcio. B) Zona centro del andamio de PLA blanco con
formacion de depdsitos de calcio. C) Zona centro del andamio de PLA transparente con nula formacién de
depésitos de calcio. D) Nula presencia de depésitos de calcio en la zona inferior de andamio de PLA

transparente.

44



Mariana Nataly Carbajal Casique

X.9 Imagenes de microscopia electronica de barrido

X.9.1 Transparente

Después de sembrar células hFOB en el andamio transparente se observaron
utilizando el equipo LUCM. Microscopio Electronico de Barrido de Ultra-Alta
Resolucién JSM-7800F. Se puede observar matriz extracelular en la superficie del
andamio. Desde una vista con mayor aumento se logra ver un conglomerado

comunicando con la matriz extracelular.

yd
— 10pym IF-7800F 20-Jun-23

5.0kV LED 5.0kV LED SEM WD 5.9mm

Figura X.11. Imagenes de MEB alos 7 dias con células HFOB. A) Se observa la zona del andamio y
las zonas con matriz extracelular. B) Se observa la matriz extracelular secretada por las células.
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X.9.2 Blanco

Después de sembrar células hFOB en el andamio blanco se observaron utilizando
el equipo LUCM. Microscopio Electronico de Barrido de Ultra-Alta Resolucion JSM-
7800F. Se puede observar matriz extracelular en la superficie del andamio. Se
observa la superficie completamente recubierta por matriz lo que nos confirma que
el andamio es un ambiente favorable para la linea celular. Desde un aumento mayor

se puede observar la célula recubierta secretando matriz

F 20-Jun-23 - lpm  IF-7800F 20-Jun-23
5.0kV LED SEM WD 7.7mm 5.0kV LED SEM WD 6.9mm

Figura X.12. Imagenes de SEM a los 14 dias con células HFOB. A) Se observa la superficie completamente

cubierta por matriz extracelular. B) Se observa una intercomunicacién entre las fibras de matriz extracelular.
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X.10 Histologia

X.10.1 7 dias

Posterior a la implantacion de los andamios blancos y transparentes a los siete dias,
se observa en un corte histolégico de 5 micras de grosor, tefiidas con hematoxilina

y eosina, a un aumento de 10x.

El correspondiente al blanco presenta una respuesta inflamatoria aguda, con
moderadas células inflamatorias y formacion de vasos sanguineos. Se puede
observar la presencia de una capsula fibrosa alrededor de la luz, donde se
encontraba el andamio.

En el transparente se puede observar una mayor respuesta inflamatoria aguda y
escasa formacion de vasos sanguineos. Se muestra una cépsula fibrosa de mayor

grosor alrededor de la luz, en comparacion del blanco.

Figura X.13. Muestra histoldgica 7 dias. Se observa una respuesta inflamatoria aguda en ambos
andamios impresos 3D. Se sefiala con flecha de color azul la capsula fibrosa alrededor de la luz.
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X.10.2 21 dias

Posterior a la implantacion de los andamios blanco y transparente a los 21 dias, se
observa en un corte histolégico de 5 micras de grosor, tefiidas con hematoxilina y
eosina, a un aumento de 10x. En el blanco se puede observar tejido fibroso denso
con abundantes células gigantes de tipo cuerpo extrafio. Escasa formacion de vasos
sanguineos y la formacion de una capsula de tejido conectivo fibroso en la luz de

mayor grosor con el transparente.

La respuesta del andamio transparente presenta infiltrado inflamatorio crénico con
escasas células gigantes de tipo cuerpo extrafio y escasa formacion de vasos
sanguineos. La capsula es de tejido conectivo fibroso sin presencia de tejido hacia

la luz.

BLANCO TRANSPARENTE

Figura X.14. Muestra histoldgica 21 dias. Se observan células gigantes de tipo cuerpo extrafio y escasa
formacion de vasos sanguineos en el andamio blanco, mientras que la transparente muestra infiltrado
inflamatorio crénico. Se sefiala con una flecha de color azul la capsula de tejido conectivo fibroso.
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X.10.3 41 dias

Posterior a la implantacion del andamios blanco y transparente a los 41 dias se
observa en un corte histolégico de 5 micras de grosor, tefiidas con hematoxilina y
eosina, a un aumento de 10x. En el blanco se observa escaso infiltrado inflamatorio
cronico sin presencia de células gigantes de tipo cuerpo extrafio y moderada
formacion de vasos sanguineos. La formacion de la capsula es de tejido conectivo

fibroso laxo.

En cuanto a la respuesta del andamio transparente se puede observar la presencia
de escasas células de inflamacion cronica, leve formacion de vasos sanguineos, asi

como tejido conectivo fibroso laxo.

BLANCO TRANSPARENTE

Figura X.15. Muestra histologica 41 dias. Se observa escasas células de inflamacion crénica. Mayor
formacion de vasos sanguineos en el andamio blanco que el transparente. Se sefiala la capsula de tejido
conectivo fibroso laxo con una flecha de color azul.
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XI. Discusion

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario, encargado de desarrollar
distintos materiales que reemplacen la funcién. Es importante proveer el ambiente
y condiciones para lograr una adecuada regulacion celular y una entrega de factores
bioactivos’. A medida del avance tecnoldégico se debe ir creando conciencia en
estandarizar los biomateriales logrando que sean de primer nivel y de facil acceso
para que estas técnicas sean reproducibles. El uso de PLA en el area médica es
comun debido a su buena biocompatibilidad, biodegradabilidad aparte de ser

bioactivo y bioabsorbible?®.

Dentro de sus ventajas permite sintetizar andamios complejos y su desventaja es
gue su superficie es hidrofobica, por lo que varios autores buscan el combinarlo con
otros materiales, moléculas, y proteinas®. Una de las mas recomendadas en
distintas fuentes en las que se trabaja con célula es combinar este material con
Quitosano para mejorar, ya que neutraliza el pH que estd comprobado que el pH
del PLA modifica el entorno celular®. Sin embargo, en este estudio se decidio utilizar
unicamente el PLA natural de gama comercial de color blanco y transparente, ya

gue se presenta una limitada evidencia cientifica.

Estos andamios fueron sometidos a un proceso de esterilizacion a través de Plasma
de Peroxido de Hidrégeno, el cual modifica la superficie del PLA en hidrofilica,

favoreciendo la adhesién celular. 7

En imagenes de MEB, asi como microscopio estereoscopio se observaron ambos
andamios y se logré distinguir una diferencia superficial. El andamio impreso en 3D
de PLA blanco mantuvo su fidelidad de detalle, teniendo micro canales y poros bien
definidos, mientras que en el andamio impreso 3D de PLA transparente presentd
poros no definidos, asi como, micro canales obstruidos por el material. Aceptando
lo que proponen autores, los cuales establecen que los polimeros sin pigmento al

ser sometidos a temperaturas altas aumentan la extrusion del material, debido a
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gue es mas fluido, por consecuencia las capas obstruyen los poros, resultando
desfavorable, debido a que permite que el material fluya y al no tener imperfecciones

termina modificando el diseho del andamio 2.

Por otro lado, se debe de considerar que si bien el disefio no fue parte de esta linea
de investigacion se comprueba la superficie de los andamios con porosidad
graduada o heterogénea. Distintos autores establecen que los tamafios de poro que
favorecen la regeneracion 6sea se encuentran en el rango de 100-1000 micras. A
pesar de no tener establecido un tamarfio de poro ideal se reporta que éste favorece
la adhesion, proliferacion e incluso influir en la diferenciacion osteogénica se
encuentre en el rango 100 a 40 um. De la misma manera se encuentra que el poro

en el rango de 500-1000 pum favorece la vascularizacion 4546:47

Por lo tanto, se logré confirmar la superficie heterogénea del andamio impreso en
3D tanto blanco como transparente. Ya que, a partir de 132 medidas, se localizaron
poros con un diametro de 500-700 um en el centro del andamio el cual iba
disminuyendo en el borde con un rango de 200-400 um El disefio del andamio
cumple con su funcionamiento tomando en consideracion tanto la respuesta celular

como el crecimiento vascular interno.

La técnica de impresion implementada fue Modelado por Deposicion Fundida, esta
técnica es rapida comparada con otras y de bajo costo. Sin embargo, presenta
limitaciones en cuanto a la resolucion por el diametro de la boquilla, ya que este
determina el tamafio minimo. Ademas de tener complicaciones cuando se trata de
figuras geométricas complejas debido a que los polimeros no tienen la capacidad
de mantenerse por la alta temperatura empleada al depositarse, por lo cual, en un
estudio previo del grupo de trabajo del laboratorio de Bioingenieria de Tejidos,
DEPel, UNAM. Se logré estandarizar los parametros de impresion, logrando poros

micrométricos ‘€.
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En este proyecto se empled el polimero poliacido lactico (PLA), el cual presenta
retos al utilizar la técnica FDM, debido a la dificultad de controlar sus dimensiones
por el cambio de volumen y estrés residual causado por altas temperaturas de fusion
e impresion. Por lo cual, es clave el tener pardmetros establecidos para disminuir

estas limitaciones*s

La porosidad es un pardmetro importante en un andamio impreso 3D, el cual se
define como el porcentaje de espacios vacios de un solido. El andamio impreso 3D
de PLA blanco presenté un porcentaje de porosidad de 67%, mientras que el
andamio impreso 3D de PLA transparente present6é un porcentaje de porosidad de
53%. La porosidad es un factor esencial para la permeabilidad de nutrientes e
intercambio de oxigeno, ambos fundamentales para cualquier proceso de
regeneracion. Por consecuente se podria decir que el porcentaje de porosidad de
andamios impresos 3D con PLA blanco y transparente benefician el proceso de

regeneracion tal como lo establece la literatura. 4748

Las propiedades mecénicas de los andamios se ven afectadas por un alto
porcentaje de porosidad. Por lo cual, se creyé imprescindible estudiar las
propiedades mecanicas de ambos andamios, por medio de la curva de esfuerzo-
deformacion presentando un moédulo de Young de 3.4 MPa en cuanto al andamio
impreso 3D de PLA transparente, mientras que el blanco fue de un promedio de 2.3
MPa. Los datos que se obtuvieron difieren con las caracteristicas ya establecidas
del PLA (Md6dulo de Young de 3100 MPay esfuerzo maximo de 74) lo que se puede

aludir a la diferencia de tamafio y grosor y alto porcentaje de porosidad4®:50:51,

Con respecto a los resultados celular in vitro, se realizaron ensayos de viabilidad
celular (WST-1), ensayo de fosfatasa alcalina (ALP), ensayo de alizarina roja (AR),
con el objetivo de dilucidar si el cambio de pigmentacion en los andamios impresos
3D tendria mejor respuesta celular. Los resultados de viabilidad celular (WST-1) de
los andamios impresos 3D de PLA blanco y transparente con células HFOB con

diferentes tiempos de evaluacion (3, 7 y 14 dias) presentaron diferencia significativa
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en el dia 3 donde el andamio tiene una respuesta favorable con respecto al
transparente, asi como, ambos andamios respecto al control positivo que sélo
contiene células. En el dia 7 si bien no existe diferencia significativa se observa un

pico de viabilidad celular que posteriormente disminuye en el dia 14 2.

Los resultados de fosfatasa alcalina de los andamios impresos 3D de PLA blanco y
transparente con células HFOB vy diferentes tiempos de evaluacion (3, 7 y 14 dias)
se observa un pico en el dia 14 a pesar de no tener diferencia significativa. Mientras,
en el dia 3, existe una diferencia significativa que favorece al andamio impreso 3D
de PLA transparente en comparacion al control positivo y andamio impreso 3D de

PA blanco. Lo que indica mayor actividad enzimatica.

En cuanto al ensayo de Alizarina roja (AR), las imagenes se observan los nddulos
de calcio en la superficie de los andamios, concentrandose en algunas zonas
alrededor de los poros y entre el espacio formado por las capas depositadas del
filamento de PLA, en cuanto al andamio impreso 3D de PLA blanco, ya que en el
andamio transparente existe una disminucion de nodulos, incluso se aprecia menos

tefiida a pesar de emplear la misma técnica.

La implantacion de cualquier biomaterial desencadena una respuesta inflamatoria,
como mecanismo de defensa con el objetivo de aislar y eliminar el material extrafio
e iniciar el proceso de reparaciéon. Este proceso se denomina reaccion de cuerpo
extrafio y se puede dividir en dos fases. Las muestras histologicas de los andamios
impresos 3D de PLA blanco y transparente en tejido subcutaneo estudiadas en
diferentes tiempos de evaluacién (7, 21, 41 dias). Presentan inflamacién aguda en
el dia 7 y en el dia tanto 21 como 41 ya se presenta una inflamacién crénica. El

andamio impreso 3D de PLA blanco tuvo mejor formacién de vasos sanguineos 2.
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XIl. Conclusiéon

El andamio impreso 3D con PLA blanco tuvo mejor respuesta in vitro, asi como in
vivo. El impacto del pigmento dentro del biopolimero de poliacido-lactico, es de vital
importancia puesto que sus propiedades fisicas y a la temperatura alteran el disefio.
Se comprob6 también que el andamio impreso de PLA transparente resistio mejor
a las pruebas mecanicas de compresion por lo cual, se puede establecer que seria

mejor usar PLA transparente para constructos no porosos.

XIll. Limitaciones y Perspectivas

e Un gran reto para el desarrollo de andamios impresos 3D para la
regeneracion de tejido éseo por medio de la técnica modelado por
deposicion fundida (FDM) es la estandarizacion de parametros de
impresion.

e El uso del poliacido lactico (PLA) como biomaterial de eleccion no tiene
tablas de contenido por lo cual, es importante conocer el pigmento y el
cambio a las propiedades. Dada la importancia revelada en este trabajo de
investigacion.

e A futuro, seria importante realizar defectos de tamafio critico en ratas y

observar su regeneracion del tejido 6seo.
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