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Resumen

El objetivo del presente trabajo es la optimizacion de
las técnicas de bioimpresién en el campo de la
regeneracion tisular de cartilago y la generacién de
protesis vasculares. En este trabajo se ha realizado
el disefio, fabricacién y evaluacién de un prototipo
de cdmara climética. El disefio final de la cAmara
serd capaz de albergar en su interior una
bioimpresora 3D. El control de temperatura,
humedad y CO2 generara una atmosfera controlada,
estéril y estanca, para el perfecto desarrollo del
proceso de bioimpresion y maduracion de tejidos
celulares.

Palabras clave: bioingenieria,
cartilago, prétesis, biocamara.

bioimpresion,

1 INTRODUCCION

La aplicacion de la tecnologia de impresion 3D al
campo de la ingenieria tisular, a través de Ila
bioimpresion, nace de la necesidad de mejorar las
técnicas tradicionales de cultivo de tejidos (cultivos
2D) generando estructuras tridimensionales mas
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complejas y solventando otra serie de problemas de
esta disciplina, como disminuir la complejidad de los
procesos (menos pasos de fabricacion), aumentar la
viabilidad y funcionalidad celular; y la posibilidad de
generacion de matrices extracelulares [10].

Las investigaciones actuales se centran en recrear de
manera mas automatica y reproducible estructuras
celulares que reproduzcan de forma fidedigna las
caracteristicas fisicas y quimicas del tejido base.
Estos tejidos bioimpresos se pueden utilizar en la
evaluacion de farmacos y quimicos [6], para la
integracion de sistemas de control para diagnostico
(microfluidics) [10], o en la creacion de érganos para
trasplantes [3], [5], [2]

Espafia es pais lider en trasplante a nivel mundial,
alcanzando 39,7 donantes por millén de poblacion
(pmp), muy por encima de la media europea, situada
en 19.6 donantes pmp u otros paises como Estados
Unidos (26.6 donantes pmp) o Australia (16.1
donantes pmp) y un total de 4.769 pacientes
trasplantados en 2015 [9]. No obstante, estas buenas
cifras no son suficientes para cubrir las necesidades
de los pacientes que esperan un dérgano para



trasplante, situacion que se ve aun mas
comprometida en el resto de paises con una tasa de
donacion inferior. En el caso concreto del trasplante
de rifidn, seria necesario realizar 150-160 trasplantes
pmp en Espafia, tasa que triplica el ratio actual de 50
trasplantes de rifidn pmp.

Ademas, alrededor de 6-8% de pacientes esperando
un trasplante mueren en Espafia cada afio, cifra que
ademas puede estar estimada a la baja, ya que hay
pacientes que, debido al deterioro de su situacion
clinica, son descartados como posibles receptores de
un trasplante [6], [8]. La impresién 3D de drganos
funcionales seria una solucion al problema
presentado, reduciendo las listas de espera y, en caso
de usar las propias células del paciente, minimizando
las complicaciones derivadas del rechazo y las
terapias inmunosupresoras.

Puesto que la bioimpresion 3D de d&rganos
funcionales es un objetivo a largo plazo, el presente
estudio va a focalizar los esfuerzos en dos
aplicaciones que permitan el avance de la tecnologia
y que sienten las bases para desarrollos posteriores.
Dentro de la medicina regenerativa, mercado que se
espera que llegue a los 67.000 millones de délares en
2020 [1], nos centraremos en la regeneracion del
cartilago y en la generacion de protesis vasculares.

Las tecnologias de bioimpresion suelen utilizar dos
tipos de biomaterial principalmente: polimeros
curables, que establecen sus enlaces entre si mediante
diferentes tipos de activacion como puede ser la
exposicion a fuentes de luz especificas o la adicién
de alguna otra sustancia; e hidrogeles, que estan
formados por una red de -cadenas flexibles,
poliméricas e hidrofilicas [14], [3]. El primer tipo se
suele denominar scaffolds y se imprimen con
técnicas de extrusion térmica tradicionales en
impresion 3D (FDM) para posteriormente, en otro
proceso, colocar las células en dicho andamiaje. Por
otro lado, el segundo tipo suele curarse usando
técnicas de photo cross-linking, ionic/chemical cross-
linking o thermal cross-linking y las células se
encuentran ya en el hidrogel cuando se realiza el
proceso de impresion.

Actualmente el reto cientifico en la generaciéon de
biomateriales para bioimpresidn se encuentra en
lograr un equilibrio entre las condiciones para
imprimir células altamente viables (bajas tasas de
mortalidad celular) y la generacion de estructuras de
soporte lo suficientemente fuertes (gelificacion para
obtener estructuras 3D), ambas caracteristicas
presentes en el mismo hidrogel [14].

En el presente trabajo se aborda la solucién a uno de
los problemas planteados, concretamente lograr bajas
tasas de mortalidad celular, y para ello toman
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especial relevancia los aspectos de esterilidad,
estanqueidad e incubaciéon durante el proceso de
bioimpresion.

Por cuestiones de bioseguridad, un laboratorio y todo
su equipamiento debe estar libre de contaminaciones
y contaminantes antes de ser utilizado, por lo que es
necesario realizar una limpieza y desinfeccion de
todo el equipamiento y utillaje utilizado [15]. Por
tanto, la esterilizacién es un procedimiento necesario
para la correcta utilizacion de la tecnologia de
bioimpresion [12]. Entre los procedimientos que se
pueden aplicar para mantener material de laboratorio
en condiciones éptimas de bioseguridad se incluye la
aplicacion de aire caliente, vapor, radiacion,
alcoholes, aldehidos o fenoles. Las bioimpresoras,
por su construccion y componentes, son elementos
dificiles de limpiar y esterilizar [4], aunque
bioimpresoras como la Aether 1 ha abordado este
problema mediante la implantacién de un sistema de
limpieza y cambio de cabezales extrusores.

Las cabinas de flujo laminar son recintos o
dispositivos especialmente disefiados para impedir
gue entre aire o particulas en su interior sin antes ser
filtrados y se emplean para evitar la posible
contaminacién de los tejidos durante su
manipulacién, de tal manera que se trabaje en
condiciones de estanqueidad [12]. Es en estas cabinas
donde se lleva a cabo la preparacion de las células,
hidrogeles y medios de cultivo y donde se sittan las
bioimpresoras para llevar a cabo las impresiones de
material bioldgico.

Por otro lado, las incubadoras son los sistemas que
mantienen la temperatura, la presién, la humedad y el
pH en los valores idéneos para promover el
desarrollo celular [4], [11]. Actualmente las
incubadoras mas utilizadas son las llamadas himedas
de CO,. Puesto que la correcta maduracion de las
células en una incubadora depende de la obtencion de
las condiciones de cultivo Optimas de cada linea
celular, es importante disponer de un sistema de
incubacion preciso y rapido, que actle ante cambios
minimos en las condiciones ambientales del entorno.
Esta Gltima sera la solucion que se desarrollara en el
presente trabajo.

2 METODOS

Los requisitos a alcanzar para la funcionalidad de la
camara climatica que albergard las técnicas de
bioimpresion son los siguientes: estabilizar la
temperatura en 37°C, humedad relativa del 95% y
5000 ppm de CO,.

Para cumplir las exigencias anteriores se han
utilizado las siguientes técnicas e instrumentos:



2.1 CONTROL DE

HUMEDAD Y CO:

TEMPERATURA,

Para el control de todos los parametros climaticos
fundamentales del interior de la camara se ha
empleado: Arduino® Mega y Raspberry Pi 3.

Se ha desarrollado una aplicacién mediante Python®
que permite controlar mediante un entorno grafico
los valores de temperatura, humedad y COsy,
indicando de forma grafica los valores numéricos a
tiempo real, asi como sus zonas de tolerancia. La
medicién de dichos parametros se lleva a cabo desde
una base de sensores colocados en el punto (0,20,30)
cm.

Se implementaron todos los controles en una caja de
plastico sin condiciones rigurosas de estanqueidad
con el objetivo de utilizar un primer prototipo donde
realizar pruebas. se realizaron varias perforaciones
para dotar a la caja de todos los cables eléctricos para
el funcionamiento de los accionadores que gobiernan
el sistema, sin necesidad de derrochar material ni
cometer errores en el prototipo definitivo.

Temperatura: El control de temperatura fue el primer
sistema en implementarse dentro del prototipo, el
cual consta de los siguientes componentes:
resistencia eléctrica ceramica, termistor DS18B20 y
relé TONGLING JQC-3FF-S-Z.

Se ha utilizado la placa Arduino® Mega para
controlar la apertura o cierre del paso de corriente
mediante el relé que acciona el encendido o apagado
de la resistencia eléctrica. Mediante el termistor se
realizé la medicion de temperatura en el interior del
habitaculo, el cual mandara la lectura a la placa
Arduino® para que esta la interprete y mande la
orden al relé de nuevo.

Para el correcto control de temperatura en el interior
del habitaculo (de dimensiones 40x60x40 cm tal y
como se muestra en la Figura 2) fue necesario
realizar un procedimiento de evaluacion de la
temperatura en distintos puntos del interior de la
camara. Se utilizé un termémetro de calibracion tipo
MicroLite USB Temperature Logger (8K Memory).

El procedimiento se llevd a cabo de la siguiente
forma: 1) Posicionar el sensor de temperatura
DS18B20 en un lugar fijo de la cdmara y 2) realizar
mediciones de temperatura con el termémetro de
calibracion. En cada punto de estudio se adquirieron
datos durante 656 segundos por parte del sensor de
temperatura y del termémetro de calibracién. El
tiempo de muestreo ha sido calculado para que la
temperatura haya quedado durante varios minutos
dentro de las tolerancias del sistema.
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Para realizar las mediciones se fij6 una temperatura
ambiente (en laboratorio) de 22 °C. Una vez fijada la
condicion, y sin afadir humedad extra ni CO,, se
procedié a asignar en el interior de la cAmara una
temperatura de consigna de 37 °C.

Dichas mediciones se realizaron en 6 puntos distintos
del volumen, tal y como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1: Puntos de medida.

Puntos Coordenadas (X,y,z) cm
15,20,0

30,20,0

45,20,0

15,20,40

30,20,40

45,20,40

OO0 WN -

Figura 1: Resistencia eléctrica ceramica sobre
soportes impresos en 3D.

Origen de coordenadas

Figura 2: Dimensiones de la cAmara.



Humedad: EI control de humedad fue el segundo
sistema en implementarse dentro del prototipo, el
cual consta de los siguientes componentes: sensor de
humedad DHT22, relé TONGLING JQC-3FF-S-Z y
humidificador de fabricacidn propia con evaporacion
mediante transductor piezoeléctrico.

Se ha utilizado la placa Arduino® Mega para
controlar la apertura o cierre del paso de corriente
mediante el relé que acciona el encendido o apagado
del sistema de humidificacion. Mediante el sensor de
humedad se realiza la medicion del porcentaje de
humedad en el interior del habitaculo, el cual
mandara la lectura a la placa Arduino® para que ésta
la interprete y mande la orden al relé de nuevo.

CO2: Se ha implementado el control para gobernar la
cantidad de di6xido de carbono que se introduce en el
interior de la cdmara. El sistema esta equipado de una
botella de CO; de aluminio de 500 gramos, marca
AguaMedic®, un manoreductor de dos esferas de
marca Blau®, un cuentaburbujas y una electrovélvula
marca Blau® (3VA, 14mA, IP 85) para regular la
apertura o cierre de CO; al interior de la cAmara.

Se ha utilizado la placa Arduino® Mega para
controlar la apertura o cierre de la electrovalvula que
lleva incorporada la botella de CO,. Mediante el
sensor de CO; tipo Telaire® T6713, se realiza la
medicién de las partes por millén (ppm) que hay de
CO; en el interior del habitdculo. Dicho sensor
mandara la lectura a la placa Arduino® para que ésta
la interprete y mande la orden a la electrovélvula de
nuevo.

Figura 3: Sensor de humedad.
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Figura 5: Vista del alojamiento del transductor
piezoeléctrico en el humidificador.

2.2 INTERFAZ DE CONTROL

La aplicacion desarrollada mediante Python® para el
control de los pardmetros climaticos del habitaculo
estd implementada en una Raspberry® Pi 3 con salida
a un monitor donde se muestran los controles que el
usuario podré cambiar en funcion de las condiciones
que desee en el interior de la cdmara. Consta de una
pantalla con tres gréaficos que muestran la evolucion a
lo largo del tiempo de la temperatura, humedad y
concentracién de CO,, y ligado a éstos, dos botones
por cada grafico para que el usuario pueda aumentar
o disminuir los pardmetros que desee.



3 RESULTADOS Y DISCUSION MEDIDA HUMEDAD (%)

En el presente estudio se ha analizado de manera "
rigurosa todo lo relacionado con el control de la
temperatura, quedando el resto de parametros con

HUMEDAD (20)

resultados iniciales de puesta a punto de los o
diferentes sensores y sistemas. “

) ) 0 100 200 300 AODHEMPO[S)SOD 600 700 800 900
Se ha desarrollado una interfaz que permite un R -

control total del sistema al usuario con una aplicacién

sencilla y visualmente informativa. En la figura 6 se ) »

aprecia como se han alcanzado dichos requisitos Figura 8: Evolucion de la humedad.
ademas de estabilizarse a lo largo del tiempo.

MEDIDA CO2 (PPM)
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[ -]
|
=]
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Figura 9: Evolucién del CO..
Figura 6: Pantalla de lectura de variables de control.

o ) Tabla 2: Tiempo de estabilizacion.
A continuacion, se muestran tres graficos con la

evolucion de la temperatura, humedad y CO» Valores Tiempo (s)
registrados por los sensores posicionados en Temperatura | 478
(0,20,30) cm desde valores de partida en funcion de Humedad 590
las condiciones en las que se encontraba el co, 180

laboratorio en el momento de realizar el ensayo
(temperatura de 29,12 °C, 66,9 % de humedad y 740
ppm de CO») hasta el tiempo en el que consiguieron
estabilizar los valores.

MEDIDA T2 (2C)
/x\ 1 o m—
éis/ ~
s
——Medidasensor T2(20)  ——Consigna T2(eC)  —— Lim. Superior T2 Lim. inferior T2
Figura 7: Evolucion de la temperatura. Figura 10: Recipiente estanco utilizado para las

pruebas.
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Los resultados obtenidos en las mediciones registran
la evolucion de la temperatura del sensor DS18B20 y
el termometro de calibracion. El registro comienza en
el momento en el que se asigna el valor de 37°C
como consigna hasta que se produce la correcta
estabilizacion de la temperatura en funcién de las
medidas del sensor.

La Figura 8 muestra la evolucion de la temperatura a
lo largo del tiempo registrada por el sensor (linea
azul) y por el termometro de calibracion (linea
naranja) en el punto 1.

T2PUNTO 1

Temperatura (2C)

200 500

Figura 11: Evolucion de la temperatura en el punto 1.

De la grafica mostrada en la Figura 8 se puede
destacar que la velocidad de registro de temperatura
por parte del sensor DS18B20 es mas rapida que la
del termometro de calibracién. En primer lugar, se
observa que existe una primera zona de partida donde
se asigna manualmente una temperatura de consigna
al sistema de 37 °C y se registra como los valores de
temperatura empiezan a crecer. El sensor consigue
sobrepasar la temperatura de consigna mientras que,
al mismo tiempo, el termdmetro registra valores
lejanos a las temperaturas del sensor. Méas tarde, el
sensor registra una zona de méaxima temperatura
cercana a los 41 °C donde inmediatamente el sistema
corrige la temperatura. Finalmente, se aprecia una
zona de estabilizacion de las temperaturas registradas
por ambos dispositivos, que va desde el segundo 600
hasta el final. Se aprecia claramente que los valores
finales de temperatura registrados por los
dispositivos son distintos, mientras el sensor registra
valores en torno a los 37 °C, el termdmetro registra
valores en torno a los 34 °C, dandose una diferencia
de 3 °C. Esto puede ser debido a dos cosas: 1) que el
sensor no esté correctamente calibrado y registra
valores de temperatura que no son reales, y 2) que la
temperatura no es homogénea en todo el habitaculo.

Las figuras 9 y 10 muestran, los valores de
temperatura en los puntos 2 y 5 respectivamente. Se
aprecia que la evolucion de la temperatura en dichos
puntos es similar a la grafica de la Figura 8.

T2 PUNTO 2

Temperatura (2C)

200 300 400 500 600 700

Tiempo (s)

Figura 12: Evolucion de la temperatura en el punto 2.

T2 PUNTO 5

Temperatura (2C)

200 300 400 500 700

Tiempo (s)

Figura 13: Evolucion de la temperatura en el punto 5.

La Tabla 2 muestra todos los valores finales de
temperatura que se han obtenido en los 6 puntos

donde se ha posicionado el termdémetro de
calibracion.
Tabla 3: Registros de temperatura.
Puntos | Coordenadas T2 (°C) Diferencia
(x,y,2) cm | termdmetro | con valores
de
consigna
(°C)
1 15,20,0 34,26 2,74
2 30,20,0 34,97 2,03
3 45,20,0 33,37 3,63
4 15,20,40 38,12 1,12
5 30,20,40 36,05 0,95
6 45,20,40 34,06 2,94
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De la Tabla 2 se puede decir que existe una
diferencia de temperatura media de los valores
registrados de 2,23 °C con respecto al valor de
consigna de 37 °C. Se puede apreciar que los valores
de temperatura en las zonas mas altas de la camara
(puntos 4 y 5) estan mas préximos al valor de
consigna fijado por el sistema de 37 °C.

Ademas de los resultados obtenidos de las
temperaturas, se obtuvieron los valores basales de los




otros sistemas de control. Los valores medios con sus
respectivas tolerancias son:

Control de temperatura: 37°C + 1°C
Humedad relativa: 95% + 3%
CO2: 5% £ 0,5%

4 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha conseguido desarrollar
un habitdculo con un control preciso de las
condiciones de temperatura, humedad y CO;, Es
importante destacar que los estudios realizados se
han centrado en el sistema de generacion y control de
temperatura. Se ha comprobado que el sistema
desarrollado no consigue una temperatura
homogénea en todo el habitaculo y que la inclusion
de humedad al sistema afecta a la estabilizacién de la
temperatura.

En futuros trabajos se actuard sobre Ila
homogeneizacion de la temperatura mediante la
inclusion de més sensores y un estudio de regulacion
mas exhaustivo. De la misma forma, se realizaran los
mismos estudios para las demas variables que entran
en juego: humedad y CO,. Por dltimo, se incluiran
variables que no se han tenido en cuenta en el
presente trabajo como el control del pH, extraccion y
recirculacion de aire y sistemas de esterilizacién
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English summary

MANUFACTURE AND EVALUATION
OF A CLIMATIC CHAMBER FOR
THE DEVELOPMENT OF 3D
BIOPRINTING TECHNIQUES

Abstract

The objective of this work is the optimization of
bioprinting techniques in the field of cartilage tissue
regeneration and the generation of vascular grafts.
In this work, the design, manufacture and evaluation
of a climatic chamber for a 3D bioprinter has been
carried out. The control of temperature, humidity and
CO2 generate a controlled, sterile and watertight
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atmosphere, for the perfect development of the
process of bioprinting and maturation of bioprinted
cellular tissues.

Keywords: bioengineering, bioprinting, cartilage,
prosthesis, biocamera.
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