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PREFACIO

PREFACIO

» Esquema de la disertacion

La estructura de la presente tesis doctoral se divide en cinco capitulos: Introduccion, Objetivos,
Materiales y Métodos, Resultados y Conclusiones.

En la seccion Introduccion se contextualiza la investigacion, se presenta el surgimiento de la
bioimpresién 3D junto con el estado actual y se plantean los principales retos y el potencial de esta
tecnologia.

En la seccion Objetivos se puntualizan el objetivo general y diferentes objetivos especificos
necesarios para cumplir el objetivo final de la Tesis Doctoral.

En la seccion Materiales y Métodos se especifican los materiales utilizados y las diferentes
metodologias generales llevadas a cabo para el desarrollo de la Tesis Doctoral.

En la seccidn de Resultados se presentan de forma minuciosa los resultados obtenidos, organizados
en 6 secciones correspondientes a cada uno de los logros conseguidos durante la realizacion de la
Tesis Doctoral:

» 4 articulos aceptados en revista del primer cuartil

» 1 articulo en revision en revista del segundo cuartil

» 1 capitulo de libro en la editorial CRC Press del grupo Routledge
» 1 modelo de utilidad en explotacion

Por ultimo, en la seccidon de Conclusiones se exponen las principales conclusiones de cada seccién
del apartado de Resultados, redactadas en inglés, siguiendo las directrices para optar a la mencién
de “Doctorado Internacional”.
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RESUMEN

RESUMEN

Las técnicas odontoldgicas actuales encaminadas a la regeneracion o sustitucion de piezas dentales
se basan, en muchos casos, en la realizacidon de implantes dentales mediante una o varias cirugias
gue permiten llevar a cabo la fijacién de una pieza dental artificial en el hueso mandibular,
simulando la insercion de la raiz de una pieza dental real. Esta fijacion se lleva a cabo mediante la
colocacién de un tornillo en una perforacién de la mandibula, el cual suele estar compuesto de
titanio puro, aleaciones de titanio con otros metales y zirconio.

Este tipo de cirugia, aunque normalmente cuenta con una alta tasa de éxito, no estd exenta de
riesgos, ya que al introducir un cuerpo extrafio en el interior del hueso mandibular pueden
producirse infecciones o dafios en las estructuras circundantes, pudiendo llegar incluso a producirse
lesiones en los nervios que ocasiones pérdidas de sensibilidad o movilidad facial en determinadas
zonas.

El objetivo de esta tesis se basa en el estudio y desarrollo de aquellas técnicas que permitan
desarrollar un procedimiento para lograr la correccién de defectos odontoldgicos y/o dseos,
mediante la combinacidon de diferentes tecnologias novedosas como la fabricaciéon aditiva o
impresion 3D, bioimpresion 3D, escaner 3D y proliferacién celular sobre scaffolds, que ayuden a
mejorar la técnica actual de regeneracidn dental mediante la minimizacion de riesgos y aumento de
la optimizacion, al emplear las células del propio paciente y evitar la insercidn de cuerpos extrafios.

Para ello se busca, en primer lugar, llevar a cabo una extensa revisién bibliografica para obtener
informacién esencial sobre la bioimpresidn y los hidrogeles empleados en bioimpresidn, asi como
sus aplicaciones y lineas futuras.

En segundo lugar, se busca determinar las propiedades mecanicas deseables en los hidrogeles para
asegurar una correcta imprimibilidad y capacidad estructural, mediante el andlisis de hidrogeles
comerciales. El estudio de estas propiedades se lleva a cabo mediante la determinacién de las
propiedades reoldgicas de los hidrogeles y la aplicacion de una metodologia propia de
caracterizacién de la imprimibilidad.

En tercer lugar, se busca realizar los estudios necesarios para llevar a cabo la comparacién entre
hidrogeles y termopldsticos biocompatibles, determinando las ventajas e inconvenientes de cada
uno.

Todos estos esfuerzos se han encaminado al asentamiento de las bases que permitan obtener una
nueva técnica para corregir defectos odontoldgicos y/o 6seos mediante la combinacion de las
tecnologias anteriormente nombradas, para lograr, en un futuro, la reconstruccidon dsea parcial o
completa de un diente del paciente o abordar problemas mds complejos como la pérdida de hueso
maxilofacial.

Palabras clave: Odontologia; diente; hueso maxilofacial; impresidon 3D; bioimpresién 3D; Scanner
3D; hidrogeles; impresién aditiva; scaffold; regeneracién désea; adhesion.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Current dental techniques aimed at the regeneration or replacement of dental pieces are based, in
many cases, on dental implants by means of one or more surgeries that allow the fixation of an
artificial dental piece in the mandibular bone, simulating the insertion of the root of a real dental
piece. This fixation is carried out by placing a screw in a perforation of the jawbone, which is usually
made of pure titanium, titanium alloys with other metals and zirconium.

This type of surgery, although it normally has a high success rate, is not without risk, as the
introduction of a foreign body inside the mandibular bone can cause infections or damage to the
surrounding structures and can even lead to nerve damage that can cause loss of sensitivity or facial
mobility in certain areas.

The aim of this thesis is based on the study and development of techniques that allow the
development of a procedure to achieve the correction of dental and/or bone defects, through the
combination of different novel technologies such as additive manufacturing or 3D printing, 3D
bioprinting, 3D scanning and cell proliferation on scaffolds, which help to improve the current
technique of dental regeneration by minimising risks and increasing optimisation, by using the
patient's own cells and avoiding the insertion of foreign bodies.

To this end, the first aim is to carry out an extensive literature review to obtain essential information
on bioprinting and the hydrogels used in bioprinting, as well as their applications and future lines of
research.

Secondly, the aim is to determine the desirable mechanical properties of hydrogels to ensure correct
printability and structural capacity, through the analysis of commercial hydrogels. The study of these
properties is carried out by determining the rheological properties of hydrogels and the application
of a proprietary methodology for characterising printability.

Thirdly, the aim is to carry out the necessary studies to compare hydrogels and biocompatible
thermoplastics, determining the advantages and disadvantages of each one.

All these efforts are aimed at laying the foundations for a new technique to correct dental and/or
bone defects by combining the aforementioned technologies, in order to achieve, in the future, the
partial or complete reconstruction of a patient's tooth or to tackle more complex problems such as
maxillofacial bone loss.

Keywords: Dentistry; tooth; maxillofacial bone; 3D printing; 3D bioprinting; 3D scanner; hydrogels;
additive printing; scaffold; bone regeneration; adhesion.
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ABREVIATURAS Y NOMENCLATURAS

ABREVIATURAS Y NOMENCLATURAS

CAD (computer-aided design)
Fused Deposition Modeling (FDM)

Oficina Espafiola de Patentes y Marcas
(OEPM)

Acrilonitrilo butadieno estireno (ABS)
Acido polilactico (PLA)

Polipropileno (PP)

Acetato de polivinilo (PVA)

Polietilino de alta densidad (HDPE)
Tereftalato de polietileno (PET)
Standard Triangle Language (STL)
Rango Lineal Viscoso (LVR)

Tensiones superficiales del sélido (yS)
Tensiones superficiales del liquido (yL)
Interfaz sdlido liquido (yS/L)

Modulo de deformacion (G)

Mddulo de pérdida (G”)

Mddulo de almacenamiento (G’)
Tasa de deformacién (y)

Viscosidad dinamica ()

Tiempo (s)

Células mesenquimales (MSC)

Factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF)

Factor de crecimiento de fibrolastos (FGF)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF)

Plasma enriquecido con plaquetas (PRP)
Proteinas morfogenéticas 6éseas (BMP)
Hidroxiapatita (HA)

Proteinas morfogenéticas del hueso (BMP)
TNF-a (factor de necrosis tumoral a)

IL-1, 6, 11 y 18 (Interleucinas)

factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF)

TFG-B2 y TFG-B3 (factores de crecimiento
transformante)

GDF-5 (factor de crecimiento diferenciacion
5)

BMP-5 y -6 (proteina morfogenética del
hueso)

Policaprolaptona (PCL)

Células madre de la pulpa dental humana
(hDPSC)

Colageno con metacrilato (COLMA)
Hidréxido de Sodio (NaOH)

Gelatina con metacrilato liofilizado (GelMA)
Acido hialurénico con metacrilato (HAMA)
Fosfinato de litio (LAP)

Poli-6xido de etileno (PEO)

Poli-6xido de propileno (PPO)
Polihidroximetilmetacrilato (pHEMA)
Glucomanano de konjac (KGM)

Biotintas basadas en matriz extracelular
descelularizada (dECM)

Polietilenglicol (PEG)
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Acido lactico coglicélico-PEG (PLGA-PEG)
Poli N-isopropilacrilamida (PNIPAAm)
Capacidad de impresion (Pr)

Yoduro de propidio (PI)

Tumor murino de Engelbreth- Holm-Swarm
(EHS)

Tomografia axial computerizada (TAC)
vidrio bioactivo (BGP)

Tiempo de cohesion (TC)

Tiempo de fraguado (TF)

Microscopio electrénico de barrido (SEM)
hidroxiapatita carbonatada (HCA)
Microextrusion (p-extrusion)

indice de comportamiento (n)

indice de consistencia (k)

Matriz extracelular nativa (MEC)

Alcohol Polivinilico (PVA)
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1. INTRODUCCION

El ser humano se encuentra en una carrera contante para ampliar los limites de la ciencia y el
conocimiento con el objetivo de obtener herramientas que le permitan superar las complicaciones
de una forma mas eficaz. Por este motivo, y causado por un avance en las tecnologias de fabricacién,
surgié la impresion 3D. Esta tecnologia ha irrumpido en muchos sectores industriales, como en la
industria automotriz, aeroespacial o en la medicina.

En el campo de la medicina, la impresién 3D ha supuesto un acercamiento a la generacién de
modelos con estructura compleja similares a los encontrados en los seres vivos como, por ejemplo:

> Organos y tejidos.

» Protesis.

» Implantes anatémicos.

» Dosificacion de medicamentos.

El problema de laimpresion 3D en la medicina es su limitacién con respecto a los materiales usados,
debido a que normalmente estdn fabricados de plasticos o materiales que necesitan ser calentados
a temperaturas incompatibles con la viabilidad celular, por lo que su combinacién con la Ingenieria
de tejidos es compleja.

Debido a la necesidad de imprimir con materiales biocompatibles con la capacidad de albergar
células que propicien la regeneracidn de estructuras biomiméticas, surgié la bioimpresién 3D. Esta
tecnologia ofrece soluciones muy interesantes para la obtencién de tejidos y érganos para la
medicina regenerativa, mediante la combinacién de células, factores de crecimiento, biomateriales
y la tecnologia de impresidn 3D para fabricar construcciones bioldgicas con la forma deseada.

La bioimpresion 3D se basa en la deposicion de biotintas controlando diferentes factores externos
para obtener y propiciar la mayor viabilidad celular posible.

Tras el desarrollo de las tecnologias de impresién aditiva, el sector de la odontologia comenzé a
utilizarlas de forma asidua en los ultimos afios. La Federacidn Dental Internacional (FDI) asegura que
la salud oral es primordial para el mantenimiento de la salud general y el bienestar. Una denticién
sana y funcional es un indicador clave de la calidad de vida.

En este proyecto hemos dirigido nuestros esfuerzos a estudiar y descubrir el potencial de las
tecnologias de impresidén aditiva en combinacidn con programas de computo especializados de tipo
computer-aided design (CAD) para fabricar estructuras tridimensionales biomiméticas. Se ha
desarrollado una nueva metodologia de caracterizacidn de hidrogeles en base a sus propiedades
bioldgicas y a su capacidad de generar estructuras biomiméticas aplicada al sector sanitario para
solventar problemas cotidianos pero que a la vez que empeoran en gran medida la calidad de vida
de las personas. Con este objetivo se ha estudiado un método desarrollado de impresién 3D de
diferentes materiales sintéticos simulando la fabricacién de un scaffold con forma de diente.
Posteriormente, se han fabricado y caracterizado diversos hidrogeles hibridos para, combinandolos
con la tecnologia de fabricacion de scaffold, obtener bioimpresiones que favorezcan la regeneracién
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del hueso, con la finalidad de lograr la reconstruccién de un diente o formas mdas complejas que
solventen problemas tales como la pérdida del hueso maxilofacial.

1.1 Impresion 3D

El término de impresion 3D aparecid en el afio 1984 con la aparicidn de la impresora 3D. Se basa en
una tecnologia de fabricacion por adicion, lo que permite crear objetos tridimensionales sdélidos
partiendo de un modelo digital [1].

El 16 de julio de ese afio, Alain Le Méhauté, Oliver de Witte y Jean Claude André presentaron una
patente para el proceso de estereolitografia que les permitié conseguir piezas de resina epoxi.

Ainos mas tarde, S. Scott Crump desarrollé la técnica denominada Fused Deposition Modeling (FDM),
gue consiste en la creacidn de objetos 3D por la superposicidon de capas de material fundido. Este
método, sumado a que en el aiflo 2005 el Dr Bowyer cred la primera maquina de impresién 3D,
permitié la evolucidn y desarrollo de esta tecnologia, al reducir los costes y situarla como una técnica
puntera y con un potencial de evolucidn increible en muchos campos diferentes.

La principal diferencia entre la fabricacién tradicional y la impresién 3D es como se forman los
objetos. La fabricacidn tradicional se basa en el procedimiento de forjado de los componentes y
montaje, lo que conlleva gran esfuerzo, tiempo, energia y en algunos casos un coste sustancial.

Los métodos de impresién 3D actuales pueden producir piezas en una sola operacion, fabricandolas
totalmente montadas o, en su defecto, facilitando el proceso de montaje posterior[2]. Ademas, los
objetos quedan modelados e impresos con un alto grado de control estructural y espacial, creando
y optimizando estructuras que no se puedan construir con los procesos tradicionales.

Debido a sus excepcionales capacidades de fabricacidn, esta tecnologia tiene amplias aplicaciones
en diferentes campos [3], [4]:

Tabla 1-1: Usos de la impresion 3D en las principales industrias.

SECTOR DE LA INDUSTRIA USOS DE LA IMPRESION 3D
e Producir piezas de repuestos
Automotriz e Crear mecanismos de produccion

Aeroespacial e Crear piezas complejas

e Planificacion de operaciones
o Desarrollo de implantesy
Salud protesis

e Bioimpresion de tejidos

e Formacion médica

e Juguetes personalizados
Venta minorista e Uso en reparaciones sencillas

En la actualidad se estad extendiendo su uso en la fabricacion de proétesis médicas por la alta
adaptabilidad de cada pieza creada a las caracteristicas exactas del paciente [5]. La integracién de
laimpresion 3D y el biomimetismo promueven mejoras en la fabricacién de materiales y estructuras
funcionales, lo que conducira a diversos avances en aplicaciones de la industria biomédica [6], [7].
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1.1.1 Materiales utilizados en la impresion 3D

Aunque la impresion 3D se encuentre en una etapa de desarrollo y evolucién, ha permitido un gran
avance en la ciencia, ofreciendo una herramienta relativamente facil de usar que permite el
desarrollo de articulos de cardcter cientifico, e incluso de prototipos y patentes. Las impresoras 3D
son capaces de imprimir objetos o herramientas de forma rapida y sin practicamente limitaciones
de forma. Curiosamente, desde el surgimiento de la primera impresora 3D en el afio 2005, se ha
conseguido un aumento del 7% de solicitudes en la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas (OEPM)
con respecto al aflo anterior, es decir, un incremento del 2,3 % sobre el indice medio anual de
aumento en el total de solicitudes de patentes presentadas desde 1995 [8].

NUMERO TOTAL DE SOLICITUDES PCT 1978-2017

Tres millones Febrero 2017

Dos millones Abril 2_012
Un millon Enero 2005 —
o I

Figura 1-1: Numero de solicitudes registradas en la OEPM [9].

978
980
1982
984
986
988
990
1992 |
994
996
998
000
002
004
006
008
010
201
RO14
2016

Una de las principales posibilidades que plantea la impresion 3D es su uso con multitud de
materiales, de los cuales los mas comunes son los siguientes:

- Acrilonitrilo butadieno estireno (ABS). Es un material compuesto derivado del petréleo con
elevada resistencia y dureza. Es un copolimero obtenido de la polimerizacion del estireno y
el acrilonitrilo en presencia de polibutadieno, resultando de la combinacién de los tres
mondmeros, y originando un plastico que se presenta en una gran variedad de grados que
dependen de las proporciones utilizadas de cada uno. Adema3s, presenta estabilidad a altas
temperaturas y resistencia a ataques quimicos. Es reciclable pero no biodegradable [10].

- Acido polilactico (PLA). Polimero biodegradable derivado del &cido lactico producido
mediante biotecnologia bacteriana, resultando en un compuesto inodoro, claro y brillante.
Se crea a partir de recursos naturales renovables. Se puede formular para ser rigido o
flexible, y puede ser copolimerizado con otros materiales. Es muy utilizado en la medicina,
pues es muy bien asimilado por el organismo [11].

- Polipropileno (PP). Ampliamente utilizado para la produccidn de plasticos moldeados debido
a la excelente combinacién de propiedades que presenta como peso ligero, resistencia al
impacto y capacidad para ser biocompatible, por lo que se usa en medicina e ingenieria
tisular [12].
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- Polipropileno fumarato (PPF). Es usado para la formacién de scaffolds por su capacidad para
crear andamios fuertes o flexibles segin demanda para su combinacién con células [13].

En este trabajo nos centraremos en el uso del PLA por su biocompatibilidad con el organismo.
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Figura 1-2: Numero de publicaciones publicadas acerca del PLA [14].

Existe una variedad mas amplia de materiales que pueden ser procesados mediante impresién 3D,
pero son menos extendidos:

Acetato de polivinilo (PVA). Plastico biodegradable que se disuelve en agua y es propenso a
absorberla.

- Polietileno de alta densidad (HDPE). No es reciclable.

- Tereftalato de polietileno (PET). Permite su cristalizacion formando piezas transparentes y
muy resistentes.

- Filamentos elasticos como pueden ser FILAFLEX (requiere velocidad de impresién muy baja),
SOFT PLA (filamento muy gomoso usado para elaborar calzados) o BENDLAY (ademas de ser
flexible es transparente y puede estar en contacto con productos alimenticios).

- Filamentos constituidos de materiales basicos, como pueden ser madera, ceramica, acero,
oro...

1.1.2 Limitaciones de la impresion 3D

Las principales limitaciones que actualmente tiene la impresion 3D y que frenan un poco su
desarrollo y aplicacidén en algunos sectores como puede ser el industrial para la fabricacidn en serie
son:

- Precio: se estd viendo en los ultimos afios un incremento de fabricantes que ofertan
impresoras 3D a un precio menor de los 1.000 euros, pero aun se considera una tecnologia
cara para las prestaciones que ofrecen [15].
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- Tiempo de fabricacién: el tiempo de impresién o el tiempo de fabricacion a nivel industrial
es muy elevado, incompatible con los tiempos de fabricacidn del mercado [15]. Aunque
también es cierto que en su origen la impresion 3D no ha surgido para la produccién en serie,
por lo que debe desarrollarse y evolucionar.

- Conocimiento: al tratarse de una tecnologia tan nueva, presenta limitaciones en el
conocimiento de los usuarios respecto a programas informaticos de disefio 3D.

Otros autores, ademds de las anteriores limitaciones, exponen otras como pueden ser las
geométricas o de espacio de impresion, costes de fabricacion, materiales y limitaciones éticas [16],
[17].

1.2 Bioimpresion 3D

Como forma de la tecnologia de impresién 3D, la bioimpresion fabrica piezas biomédicas con
células, tejidos, factores de crecimiento, biomateriales y otros materiales relacionados con la
biologia.

La bioimpresién 3D es un proceso de fabricacidon de tejidos funcionales y érganos a partir de
biomateriales por medio de un software computarizado que genera un modelo 3D. El proceso
consiste en la adicion de capas sucesivas de biomaterial, con la dificultad afiadida de que, al
contener células vivas en su matriz, dicha adicidn de capas debe realizarse en unas condiciones que
aseguren la supervivencia y proliferacion de las células [18].

En 2008 surgié la primera bioimpresora que constaba de dos cabezales, de los cuales uno de ellos
se encargaba de depositar el hidrogel cargado de células del tejido a fabricar y el otro fabricaba el
soporte o andamio. Aunque hoy en dia la técnica se ha mejorado, la base en la que se fundamenta
la tecnologia actual es la misma: dejar que las células se vayan proliferando en el interior del hidrogel
bioimpreso para crear el tejido deseado.

Esta técnica ofrece multitud de mejoras respecto a la ingenieria de tejidos, ya que permite fabricar
estructuras tisulares de geometrias complejas con elevada precision y diversidad de materiales. En
general, el objetivo final de la bioimpresidn de hidrogeles cargados de células es conseguir un tejido
vascularizado con funciones biolégicas intactas, con el fin de reparar con precisiéon lesiones o
sustituir tejidos y érganos envejecidos humanos [19].

El proceso de bioimpresidn es similar al de impresién 3D con ciertas modificaciones. En primer lugar,
se digitaliza el tejido u drgano utilizando alguna tecnologia de procesamiento de imagenes
(resonancia magnética, ultrasonido...) con el objetivo de generar un modelo 3D. Posteriormente, se
convierte ese modelo digital en un archivo con formato Standard Triangle Language (STL) o, en su
defecto, el tipo de archivo que lea la bioimpresora que vayamos a usar.

Por ultimo, la parte bioldgica consiste en obtener y cultivar las células. Este paso es clave, ya que
requiere escoger las biotintas adecuadas para emular el tejido que se va a fabricar. Mas adelante se
hablara de la importancia de las biotintas tanto en su seleccién a nivel bioldgico como estructural.
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Figura 1-3: Importancia de la bioimpresion 3D. Integracidon celular para crear la biotinta y asi conseguir una mejor
adhesion celular [20].

Una vez terminada la impresion del tejido o del érgano se mantiene en la bioimpresora para su
maduracién antes de poder ser utilizado o estudiado [21]. Algunos autores se centran en el uso de
camaras climaticas, ya que, como exponen en sus trabajos, uno de los principales retos cientificos
es la generacién de materiales que mantengan un equilibrio entre las condiciones para imprimir
células con una baja tasa de mortalidad y la generacién de estructuras lo suficientemente fuertes
[22], [23]. Para ello se utilizan cdmaras climaticas que permiten conseguir ambientes propicios para
la viabilidad celular post-impresidon, consiguiendo ambientes estériles, estancos y con unas
condiciones climaticas idéneas (estabilizacidon de la temperatura a 37°C, humedad relativa del 95%
y 5000 ppm de CO;) [23].

Para entender la tecnologia de bioimpresidn se hace necesario abordar los conceptos de
biomateriales, biocompatibilidad y biofabricacién.

Un biomaterial es un material destinado a interactuar con sistemas bioldgicos para evaluar, tratar,
aumentar o reemplazar un tejido u érgano, ademas de alguna funcién del cuerpo [24]. Los
biomateriales son fundamentales para la ingenieria de tejidos, por ser los materiales estructurales
de los andamios [25].

La biocompatibilidad hace referencia a la capacidad del material para responder de forma adecuada
al medio biolégico en el cual es utilizado [26]-[29]. Refleja la naturaleza y el grado de interaccién
entre los biomateriales y el tejido huésped [30], [31].

La evaluacion de la biocompatibilidad y biofuncionalidad de los materiales se realiza mediante
métodos basados en la evaluacion de la citotoxicidad, mutagénesis y / o carcinogénesis y funcién
celular [28].

La biofabricacion es la generacién automatizada de productos biolégicamente funcionales con
organizaciones estructurales a partir de células vivas, moléculas bioactivas, biomateriales,
agregados celulares y células [32]. El término de biofabricacion se introdujo en 1994 [33], y se utiliza




ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

INTRODUCCION
en muchas tecnologias como la biotecnologia o la biologia sintética. A diferencia de la ingenieria
tisular cldsica, la biofabricacidn consiste en construir elementos tridimensionales capa por capa.

Los avances en las técnicas de bioimpresion hacen que podamos vislumbrar en un futuro cercano la
impresion en vivo de drganos totalmente funcionales. En marzo de 2011 Anthony Atala demostré
gue no estamos tan lejos de ese futuro, ya que consiguié en una conferencia bioimprimir un érgano,
concretamente un rifidn en vivo y en directo. Aunque no era funcional, estaba fabricado de tejido
humano.

Por lo tanto, nos encontramos ante el reto de investigar nuevas metodologias, biotintas y técnicas
de impresidn eficaces.

1.2.1 Técnicas de bioimpresion

Bioimpresicn 3D

Impresion por Impresion por Impresion asistida Impresion por
extrusion potas por |dser estereolitografia

Fuerza neumatica m
Pistén Con modelo
Tormillo
W MAPLE DW

Figura 1-4: Diferentes técnicas de bioimpresion. Fuente propia.

» Impresion por extrusion [18]: técnica mas estudiada y empleada hasta la fecha, con una
viabilidad celular entre el 40%-95%. Una jeringa con la biotinta en el interior se carga en un
orificio estéril donde una fuerza neumatica o mecdnica hacen que se transfiera el material
como un flujo continuo.

Esta técnica presenta multiples ventajas como es la escalabilidad, y es muy adecuada para
biotintas de alta viscosidad y con una alta concentracién celular.

El principal inconveniente es que la variabilidad de biotintas que se pueden utilizar es baja,
ya que estas deben tener la propiedad de adelgazamiento por cizalladura.

©
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Figura 1-5: Imagen explicativa de las tres formas de impresidn por extrusion [19].

Bioimpresidn por gotas [34]: esta técnica se basa en la transferencia del material en forma
de gotas sobre un sustrato. Se utilizan materiales de baja densidad, y en general el proceso
de impresidn es de bajo costo, alta viabilidad celular y velocidad. La mas interesante para
nuestro trabajo es la denominada por inyeccidn de tinta.

o Bioimpresidn por inyeccidn: técnica de escala microscépica y que no necesita
contacto, en la que se sustituyen los cartuchos de tinta por biotintas con células
suspendidas en su interior. Es la que mas se emplea en aplicaciones médicas.

Thermal piezoelectric

N7 N7

Heater ( \
Vapor y 14— Piezoelectric
bubble 1 actuator
(ouo'. n....:
00 se

Figura 1-6: Imagen explicativa de la impresion por gotas [19].

Impresidon por estereolitografia [6], [35]: es una de las técnicas que mas tiene que
evolucionar, ya que es de las mas recientes. Consiste en una resina de fotopolimeros que
son irradiados por luz, generalmente ultravioleta, controlada por ordenador. Estos
fotopolimeros sensibles a la luz, al ser irradiados, absorben fotones y se excitan
polimerizando capa a capa. Gracias a esta tecnologia se consigue obtener la maxima
resolucion dentro de la bioimpresién sin necesidad de boquillas.

Presenta dificultades al usar radiacidon ultravioleta, ya que puede provocar lisis celular
debido al daifo generado en el ADN.
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Mirror UV Light

Projection Lens

Projection light
for curing

Figura 1-7: Técnica de bioimpresion por estereolitografia. Fuente propia.

» Bioimpresidn asistida por laser [18], [36], [37]: en los ultimos afios y, tras diversos avances,
se esta introduciendo su aplicacion en el campo de la ingenieria tisular mediante el empleo
de materiales biocompatibles.

Es un proceso sin contacto del material que emplea la energia de un laser junto con biotintas
con células suspendidas, y es controlado por disefio computacional. Se basa en una fuente
laser con un haz pulsado o continuo, un sistema de enfoque y dos sustratos coplanarios. En
funcién de la fuente laser y de los materiales empleados existen diferentes técnicas de
impresion.

Posee la ventaja de tener una boquilla con estructura abierta que genera menos dafo a las
células, consiguiendo tasas de supervivencia celular superior al 95%.

Las limitaciones que tiene es su elevado coste y tiempo de impresion.

Energy-

absorbing Laser pulse Donor side

Figura 1-8: Técnica de bioimpresion asistida por laser [19].
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1.2.2 Materiales usados en la bioimpresion 3D (biotintas)

Todos los materiales usados en bioimpresion deben ser biocompatibles y capaces de unirse al tejido
adyacente (bioactivo) [38]. Las caracteristicas mas importantes a tener en cuenta son, por una parte, la
biodegradacidn y posterior reabsorcidon por parte del organismo, ya que esto va a provocar que el tejido
dseo se forme y reemplace al biomaterial, y, por otro lado, la capacidad del biomaterial para estimular
y guiar a las células progenitoras a su diferenciacién en osteoblastos, facilitando de esta manera la
formacioén de hueso nuevo [39].

Los materiales imprimibles que cumplen las condiciones nombradas reciben el nombre de biotintas, las
cuales deben tener unas caracteristicas concretas para lograr buenos resultados en el proceso de
bioimpresion [18]:

- Caracteristicas reoldgicas de pseudoplasticidad que favorecen la imprimibilidad.
- Viscoelasticidad que ayuda a proteger a las células de los esfuerzos cortantes.

- Hidratacién para favorecer la difusiéon de nutrientes.

- Capacidad de gelificacion rapida para lograr estructuras firmes.

- Viscosidad para facilitar la encapsulacion celular

- Biocompatibilidad mediante el aporte de los factores y nutrientes necesarios para asegurar una
elevada viabilidad celular.

Las biotintas pueden clasificarse, en términos generales, en materiales basados en andamios vy
materiales sin andamios [40], [41].

> Materiales basadas en andamios:

o Hidrogeles: material mas utilizado en las tecnologias de bioimpresién de inyeccién de
tinta, asistida por laser y de extrusién. El concepto de hidrogel ha atraido mas atencién
en los ultimos afios en el campo de la ingenieria tisular por su capacidad para crear
microambientes de cultivo celular 3D, consiguiendo multiples ventajas relacionadas con
su similitud estructural con la matriz extracelular natural (MEC). En este trabajo
usaremos los hidrogeles por su creciente uso en investigacién y por las ventajas que
presentan [42], [43].

o Biotinta basada en una matriz descelularizada: se emplea en la bioimpresién basada en
extrusion. Se pueden fabricar construcciones personalizadas especificas para cada tejido,
pero resulta bastante costoso y suele tener poca resistencia mecanica [44].

o Microportadores: construcciones porosas de materiales naturales o sintéticos utilizados
en la bioimpresién basada en la extrusidon. Facilitan la adhesion, el crecimiento y la
maduracién de las células con una resistencia mecanica aceptable. Suele dar problemas
de imprimibilidad [45].
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Tabla 1-2: Revision sobre diferentes tipos de hidrogeles [46].

Hidrogel Ventajas Desventajas Tipo de célula utilizada
Buena resistencia e  Pobre adhesion celular e  Células madre
Agarosa mecéanica neurales humanas
Econdmico
Propiedades e Pequefias construcciones e Células madre
antibacterianas y e  Gelificacion retardada neurales humanas
o antimicoticas e Propiedades mecanicas e Célula madre
Chitosan altamente pobres mesenguimales
biocompatibles derivadas de
adipocitos
humanos
Buenas e Mala adhesién celular e  Células madre
caracteristicas de e Problemas de obstruccion neurales humana
. resistencia
Alginato Rapida gelificacion
Econdmicas
Estabilidad
Facil adhesién e  Proceso de gelificacién e  Células madre
celular lento derivadas de hueso
) Buena e Propiedades mecanicas humano y liquido
Colageno imprimibilidad deficientes amniético
1 e  Células madre
mesenquimales
Promueve la e Preocupaciones e  Células epiteliales
angiogeénesis inmunoldgicas humanas
Propiedades de e Riesgo de contaminacion
gelificacion microbiana
Fibrina favorables . Estgb_ilidad mecénica
deficiente
Promueve la e  Propiedades mecénicas o Células
adhesion celular inestables/fragiles/débiles, progenitoras
. pocas capacidades sin cardiacas humanas
Gelatina combinar con otros
materiales
Vital para el e Raépida degradacion e Células
desarrollo de la MEC bioldgica progenitoras
o Promueve la e Poca estabilidad mecanica cardiacas humanas
. AC'ij. angiogeénesis y la e BMSCs humanas
hialuronico proliferacion celular
Rapida gelificacion
Produce e  Cuestiones de obstruccion e  Células epiteliales
construcciones hechas a partir de células humanas
. mecanicamente tumorales
Matrigel fuertes con alta
vitalidad celular
promueve la
diferenciacion
celulary la
integracion con el
tejido del huésped
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» Materiales sin andamios: se utilizan para imprimir construcciones celulares muy densas sin
ningun tipo de hidrogel o matriz de soporte. Se usa la bioimpresion basada en la extrusion en
medios de crecimiento adecuados que facilitan las interacciones celulares y la deposicién de la
matriz extracelular. El proceso es complejo y dificulta la extraccion de agregados celulares [47],
[48].

1.2.2.1 Hidrogeles

Un hidrogel es una matriz polimérica tridimensional hidréfila con la capacidad de absorber grandes
cantidades de agua y simular tejidos bioldgicos [49].

Las propiedades fisicoquimicas de los polimeros ayudan a determinar las posibles funciones y
caracteristicas de los hidrogeles. Esas propiedades se basan en varios factores [50]:

- Naturaleza quimica del mondmero.
- Método de sintesis de polimeros.
- Peso molecular.
- Entorno de reaccion.
- Estructura macromolecular.
- Fuerza de los enlaces covalentes.
- Rigidez.
- Fuerza intermolecular dentro de la cadena del polimero.
Los hidrogeles mas usados se pueden dividir en [51]:
- Hidrogeles naturales: tienen origen natural, como la gelatina y el colageno.

- Hidrogeles sintéticos: derivan de polimeros sintéticos, como las poliamidas y el
polietilenglicol. El nimero de investigaciones que usan este tipo de materiales ha ido
incrementando en los Ultimos afios, aunque estan cobrando mucha importancia las
hibridaciones, con mayor vida util, resistencia del gel y capacidad de absorcion del agua,
como pueden ser el GELMA (gelatina con metacrilato) o el ColMA (coldageno con
metacrilato).

Son materiales osteoconductivos, y facilitan la adhesion celular, la integracion matricial y la
angiogénesis, ademas de ser reabsorbibles.

Deben presentar una serie de propiedades para que sean aptos para la regeneracion [52], [53]:
» No citotdxicos y no inmunogénicos.
» Osteoinductivos, osteoconductivos, osteogénicos y osteocompatibles.

» Mimetizar la matriz extracelular para conseguir la adhesion celular, la propagacion y la
diferenciacion osteogénica en el lugar donde se implante.

14
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>

Degradables o hidrolizables por las enzimas endégenas.
Estables estructuralmente y con fuerza mecanica.

Con porosidad adecuada (con el objetivo de permitir la interaccién celular, el control de la
liberacion de factores bioactivos y el intercambio nutricional y de oxigeno).

Dentro de las propiedades a modular en los hidrogeles encontramos:

>

Propiedades mecdnicas: si la densidad se vuelve muy alta provoca que la velocidad de
difusiéon disminuya.

Porosidad: factor importante para asegurar el transporte de nutrientes y oxigeno. A mayor
rigidez conseguiremos menos niveles de porosidad.

Estabilidad: factor relevante para mantener la funcidn y estructuras originales hasta que se
consigue la regeneracion tisular.

Adhesion celular: factor clave para que las células se diseminen, proliferen y se diferencien
para generar la arquitectura del tejido.

pH y temperatura.

Degradacion: la degradacién puede proporcionar espacio para mejorar la proliferacion
celular y para que los vasos sanguineos se infiltren, provocando una mejor regeneracion
tisular. Este factor depende a su vez de la densidad de reticulacidn, difusividad del liquido,
pH, temperatura...

1.2.3 Caracterizacion de los hidrogeles. Imprimibilidad y propiedades reoldgicas

La reologia se basa en el estudio del flujo, es decir, de la deformacién y el movimiento, en nuestro
caso de fluidos no newtonianos. Es una propiedad a tener en cuenta, ya que indica la deformacién
gue tiene el fluido al momento que se le aplica una fuerza [54].

Un fluido no-newtoniano es aquel que no muestra una relacion lineal entre el esfuerzo cortante y
la velocidad de cizalladura. La viscosidad varia con el gradiente de velocidad aplicado [54].

La reologia es ampliamente utilizada como método de analisis y herramienta de control de calidad.
Para ello se utiliza el indice de fluidez, la viscosidad y la tensidon superficial. Ademas, gracias a los
valores que proporciona este estudio, se pueden obtener numeros adimensionales muy
importantes para caracterizar un fluido y poder fijar patrones de flujo como la temperatura,
velocidad y presién.
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Figura 1-9: Ventana de imprimibilidad [18].

> Indice de fluidez (MFI): propiedad reoldgica utilizada para caracterizar la calidad de un
polimero en estado fluido.

> Viscosidad: medida cuantitativa de la resistencia de un fluido al movimiento. Determina la
velocidad de deformacién del fluido que se produce cuando se le aplica un esfuerzo cortante

[55].
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Figura 1-10: Si sometemos a una particula fluida un esfuerzo cortante de valor Tt en un plano, el angulo 60 de la
deformacion aumentara continuamente [55].

Los fluidos no newtonianos se caracterizan porque la resistencia a la deformacion varia con
el esfuerzo cortante.
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Figura 1-11: Diferencia de comportamiento reoldgico de cuatro materiales no newtonianos y uno newtoniano.
Relacién del esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion en diferentes materiales viscosos [56].

» Tension superficial: un liquido formara una interfase con un segundo liquido o un gas al no
ser capaz de expansionarse libremente. La magnitud de la fuerza de tension por unidad de
longitud de una linea en la interfase se llama tensién superficial y se mide en N/m. Se puede
definir como la energia necesaria para reducir el drea de una superficie de fluido [55], [57].

Figura 1-12: En la primera figura se puede ver la seccion de una gota esférica con las fuerzas de tension superficial y
en la segunda imagen la interfase con radios de curvatura R1 y R2 a lo largo de direcciones ortogonales. Hacen
referencia a interfases curvadas [58].

» Numeros adimensionales: se utilizan para comparar fenédmenos fisicos donde intervienen

magnitudes ya mencionadas como la velocidad (v), la densidad (p), la longitud (d), la
viscosidad (u) o la tensién superficial (y).

o Numero de Reynolds: estudia el comportamiento viscoso de un fluido y depende de
la geometria del flujo.

; &
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o Numero de Weber: representa el cociente entre las fuerzas inerciales y las fuerzas
de tensidn superficial de un fluido [58]. Si el valor es pequenio, la tensidn superficial
es muy importante en la caracterizacion del material.

_ pv?d
14

We

(2)

o Numero de Ohnesorge: relaciona las propiedades fisicas del liquido y el tamafno de
la gota de forma independiente a la velocidad. Si el valor obtenido es muy grande
entonces nos indica que las fuerzas de viscosidad son tan elevadas que impediran la
separacion de una gota del resto del liquido [55].

VWe

Re

Oh = (3)

o Numero de Bond: relaciona las fuerzas gravitatorias con las de la tension superficial.
Si este numero adimensional es elevado, los efectos que produce la tensidon
superficial son despreciable [55].

2
Bo = # (4)

o Numero de Worthington: relaciona el volumen de una gota que sobresale de una
aguja con el volumen tedrico que puede ser sostenido por esa aguja. Es utilizado para
analizar los resultados de la medida de la tensidn superficial [59].

myDy

Donde:
Dn es el diametro de la aguja y V4 es el didmetro de la gota.

Para definir los parametros fundamentales de la reologia se usa el modelo de placas paralelas que
se muestra en la Figura 13. Las placas estan separadas por una distancia h (gap) y entre ambas placas
se encuentra la muestra.
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Figura 1-13: a) Velocidad de corte laminar en la representacion de capas de fluido. b) Modelo de placas paralelas
donde F es la fuerza aplicada, A es el area de la placa, S el desplazamiento de la placa, v la velocidad y h la distancia
entre placas o gap. Fuente propia.

Tabla 1-3: Parametros obtenidos con el modelo en régimen [60].

F
T=-
Tension de corte [Pa]: A
S
g Y=<
Deformacion de corte [%]: h
. dy v
Velocidad de corte [1/s]: v = dt B h

Para determinar los parametros del modelo que ajuste el comportamiento reoldgico de un
determinado material se puede aplicar una deformacién de corte oscilatorio y analizar la evolucion
de la resistencia al movimiento de rotacién.
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Figura 1-14: Comparacion entre la deformacion porcentual y tension aplicada sobre un material elastico (con un
desfasaje de 09), viscoso (con un desfasaje de 902) y viscoelastico, en funcion de w.tiempo [61].

De esta forma, si representamos maédulo de almacenamiento G’ y el médulo de pérdida G” en
funcién de la frecuencia, se puede distinguir entre diferentes comportamientos de material, como
se muestra en la Figura 15 [62].

log G' and G"

_

Gu

log G'and G"

log w log w

Figura 1-15: Mddulos de pérdida y de almacenamiento vs. Frecuencia angular. Fuente propia.

Como se ha indicado en la bioimpresién 3D y, mas concretamente, en la eleccién de los hidrogeles,
los dos pardmetros claves que deben estar en equilibrio son la imprimibilidad y la biocompatibilidad.
En muchas ocasiones estas variables se influyen una a la otra debido a que formular un hidrogel
replicando la viscosidad del tejido origen limita en muchas ocasiones la actividad bioldgica [63]

Algunos de los parametros mas estudiados que juegan un papel clave en la viabilidad celular y
dependen directamente de la imprimibilidad deseada son la viscosidad del material (oposicion del
material al fluir por el tubo) y el tamafio de la boquilla de impresion [64]

En el estudio de la viscosidad, un comportamiento ideal y, por lo tanto, buscado para un hidrogel
empleado en bioimpresion, es el denominado comportamiento shear thinning o, lo que es lo mismo,
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que el fluido sea no-Newtoniano y presente una viscosidad no constante y que disminuye conforme
aumenta la tasa de deformacion y. De esta forma, se favorece la viabilidad celular durante el proceso
de bioimpresién.

Equlibrium

S >
o )
S Newtonian 8
— L
s >
£

w

Viscosity () Shear Rate

Figura 1-16: Viscosidad p de fluidos Newtonianos y no-Newtonianos vs. la tasa de deformacion y. Fuente propia.

1.2.3.1 Medidas del angulo de contacto

Es un pardmetro muy utilizado para caracterizar las propiedades de hidrofilicidad, humectacion y
biocompatibilidad de los materiales. Consiste en realizar pruebas de tensién superficial sobre las
matrices, a partir de mediciones del angulo de contacto de la gota del material a medir y la superficie
de apoyo. La expresion que liga el angulo de contacto de un liquido sobre un sdlido es:

Ys—YL/s
. (6)

cosO =

Donde:

(vs) es la tension superficial del sélido, (y.) es la tension superficial del liquido y (ys/) es la tensién
superficial de la interfaz sélido-liquido.

Mediante la expresidn anterior se interpreta que una disminucién del dngulo de contacto (cos ©
aumenta, aumentando la humectacidn) puede conseguirse con un aumento de la tensidn superficial
del solido (ys), con una disminucion de la tensién superficial del liquido (y.), con una disminucion de
la tensién interfacial sélido/liquido (ys/L), o con una adecuada combinacion entre estas.

El dngulo de contacto es una medida de la capacidad de un liquido para mojar la superficie de un
solido o la capacidad de cohesién de las moléculas del liquido. Segun el angulo que forme con la
superficie se puede clasificar en mojante (dngulo mayor a 90°) y no mojante (angulo menor a 90°).

1.2.3.2 Rango Lineal Viscoso (LVR)

El Rango Lineal Viscoso (LVR) es una medida inicial que estudia el rango util al que se puede
someter la muestra antes de destruir la estructura interna y sea irrecuperable.

Se aplica un rango de tasa de deformacidn desde 0,5-10° s para determinar el rango lineal viscoso
en términos de los mddulos de deformacion (G) frente a la tasa de deformacidn (shear rate (y)).
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Si se cumple que G’>G” se puede afirmar que la consistencia del material es mas préxima a la de un
sélido tipo gel.

De esta forma, podemos establecer el LVR dentro de la zona donde el valor de mdédulo de
deformacion se mantiene constante, y se selecciona un valor intermedio en dicha zona.

1.2.3.3 Curvas de flujo
Las curvas de flujo se utilizan para clasificar a los fluidos dependiendo de su fluidez y su estructura.

Los fluidos se clasifican de manera general en fluidos newtonianos y no newtonianos. Un fluido
newtoniano es aquel en el cual se cumple que el esfuerzo de cizalla es proporcional a la velocidad
de deformacion.

Por el contrario, un fluido no newtoniano presenta una curva de velocidad de deformacion frente
al esfuerzo cortante no lineal.

Teniendo en cuenta la estructura, los fluidos se clasifican en simples o estructurados. Los materiales
fluidos por definicion son sistemas que fluyen cuando se les aplica una tensién, mientras que los
fluidos estructurados contienen particulas o gotas de un fluido en un liquido inmiscible suspendido

en un fluido portador.
~
Ik - B :
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e Pseudoplastic fluid
IcO
pseudopldstico
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Figura 1-17: Tipos de fluidos. Fuente propia.

Si representamos la viscosidad dindamica (u) frente a la tasa de deformacién (y) podemos ver si el
hidrogel a estudiar presenta un comportamiento shear thinning. Este comportamiento permite no
perjudicar la viabilidad celular mientras se bioimprime el hidrogel.
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Figura 1-18: Grafica de la viscosidad (p) vs. tasa de deformacion (s-1) de un fluido no-Newtoniano con propiedad
“shear thinning”. Fuente propia.

Para determinar la grafica anterior se obtiene la viscosidad a través de barridos de frecuencia entre
102 a 10% Hz con un torque de valor constante, dentro del Rango Lineal Viscoso (LVR).

1.2.3.4 Ensayos de reometria de tipo oscilatorio. Barridos de frecuencia.

En este tipo de ensayos se somete a los hidrogeles a una deformacidn sinusoidal, lo que da lugar a
dividir el comportamiento del material en dos componentes: uno en fase y otro fuera de fase.

G'=G +iG" (7)

La parte real (en fase), denominada médulo de almacenamiento elastico y representada por G’,
marca la respuesta eldstica del material. La parte imaginaria (fuera de fase), denominada mdédulo
de pérdida y representada por G”, hace referencia al comportamiento viscoso del material.

» Moddulo de pérdida (G”’): energia usada para inicial flujo.

» Modulo de almacenamiento (G’): energia mecanica que se almacena temporalmente
durante la torsién y que se puede recuperar.
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Figura 1-19: Mddulos de pérdida y de almacenamiento vs. Frecuencia angular. Fuente propia.

Podemos graficar G’ y G” en funcién de la frecuencia, permitiendo distinguir entre diferentes tipos
de materiales y, por lo tanto, de comportamientos. En el caso de la figura 1-19 se observa un
comportamiento constante tipico de hidrogeles con conductas eldsticas, debido a que la
componente eldstica G’ predomina sobre la componente viscosa G”.

1.2.3.5 Barrido de temperatura.

Este ensayo se basa en un barrido de temperatura para buscar la temperatura, si la existiera, donde
el hidrogel gelifica. Para ello medimos los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) a
diferentes temperaturas, con una velocidad de enfriamiento de 1 °C/min (simulando las condiciones
que ocurrirdn en la bioimpresora).

A temperaturas altas G’ es menor que G”, y a temperaturas bajas G’ es mayor que G”, siendo el
punto de interseccion de las curvas el denominado punto de la temperatura de gelacién.

» Zonadonde G’ es menor que G” = El hidrogel presenta un comportamiento viscoso.

» Zonadonde G’ es mayor que G”’-> El hidrogel presenta un comportamiento mas elastico.

1.2.3.6 Capacidad de amortiguacion de las tintas.

Otro factor importante y que se puede estudiar con la reologia es la tasa de recuperacion. Una vez
gue la biotinta sale por la boquilla del dispensador debe recuperar las propiedades mecanicas que
tiene en estado estatico.

Todas las biotintas se recuperan en mayor o menor medida, pero es necesario determinar el tiempo
y el grado de recuperacion debido a que estas variables marcaran sustancialmente la integridad
estructural del material [65]

Este ensayo muestra la capacidad de un hidrogel para recuperar las propiedades viscoelasticas. Una
vez estudiado el rango LVR vy, por lo tanto, el punto maximo de fuerza a la que se puede someter a
la biotinta antes de que se produzca un cambio irreversible, se selecciona un valor dentro del rango
LVR y se grafica la viscosidad (i) frente al tiempo (s) con la anterior fuerza aplicada.
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Figura 1-20: Comparacion de la capacidad de amortiguacion de las tintas. Fuente propia.

1.3 Maedicina e impresion 3D. Ingenieria de tejidos

El uso terapéutico de los tejidos artificiales fue objeto de interés a partir de los afios noventa del
pasado siglo, al generar grandes expectativas con las que abordar problemas médicos con muy
limitada respuesta terapéutica o sin solucion viable [66]—[68].

La impresion 3D ha irrumpido en el mundo de la medicina por sus posibilidades y los avances que
estd produciendo en la ingenieria de tejidos y en la creacién de prétesis dentales y huesos.

Los modelos 3D pueden emplearse con fines educativos o médicos, sirviendo a cirujanos en fase de
aprendizaje para comprender mejor la problematica a la que se van a enfrentar. Esto puede
aumentar la calidad en la diagnosis y plantear mas eficientemente la planificacidon prequirurgica,
como se ha demostrado en la cirugia craneo facial y maxilofacial [69]-[72].

La técnica empleada para la creacidn de prétesis y su posterior incorporacidon en el organismo,
comienza con la impresion de una base de un material que posteriormente permita a las células
generar los huesos. El material que hace las funciones de base acabara por disolverse sin afectar al
organismo.

En el campo de los implantes dentales es donde mads publicaciones y trabajos se encuentran de
impresion 3D o bioimpresién, muchos de ellos en combinacién con la tecnologia de escaner 3D,
permitiendo crear prétesis a medida.

La ingenieria de tejidos se puede definir como la aplicacién de principios y métodos de ingenieria y
ciencias de la vida para la comprensién de las relaciones estructura-funcién en tejidos normales y
patolégicos de mamiferos y el desarrollo de sustitutos bioldgicos para recuperar, mantener o
mejorar la funcién, siendo uno de los campos de la medicina regenerativa [73]. Este campo de la
medicina usa las capacidades del cuerpo humano para auto regenerarse, es decir, promover el
crecimiento celular mediante el uso de biomateriales, que permiten el crecimiento controlado en
tipos especificos de tejidos. Las estructuras que se forman reciben el nombre de andamios, y tienen
propiedades especificas para lograr la adhesion celular y la formacién de un nuevo tejido [74].
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Tabla 1-4: Elementos fundamentales de la Ingenieria de tejidos [75].

Matrices tridimensionales

Células mesenquimales
(MSC)

Factores de crecimiento

Actlian como soporte para el
proceso regenerativo.

Tienen la capacidad para auto
renovarse y diferenciarse en
distintas estirpes celulares.

Proteinas capaces de estimular
el crecimiento celular, su
migracion, proliferacién y
diferenciacion.

Tipos:
¢ Origen bioldgico.
e Origen sintético.

Presentan maltiples alternativas
futuras en la medicina en uso
conjunto con la bioimpresion
3D.

Benefician a la bioingenieria.

Funciones principales:

e  Estructura que conecta
células y tejidos

e Soporte y transporte

e Liberacion constante
de factores
osteoconductivos

e Contribuye a la
proliferacion,
diferenciacion y
metabolismo del hueso

e Hace que las células se
identifiquen y adhieran
selectivamente

Los méas importantes:

e VEGF: factor de
crecimiento vascular
endotelial

e FGF: factor de
crecimiento de
fibroblastos

e PDGEF: factor de
crecimiento derivado
de plaquetas

e PRP: plasma
enriquecido con
plaquetas

e BMP: proteinas

morfogenéticas 6seas

1.3.1 Regeneracion del tejido 6seo

El hueso es tejido conjuntivo mineralizado, muy estable, que da soporte a las partes blandas del
cuerpo. Estd muy vascularizado e inervado, y se estructura en laminillas de matriz osteoide
calcificada [76].

1.3.2 Estructura y composicion del hueso

El hueso es un tejido que se encuentra en constante remodelacién, y perdura durante toda la vida
[77]. La composicidén del hueso se divide principalmente en tres partes: periostio, hueso y médula
6sea. Ademads, se compone principalmente de dos tipos de tejidos: el hueso trabecular o esponjoso
y el hueso cortical o compacto [78].

La estructura 6sea compacta es densa y su resistencia a la presidn es considerable. Se encuentra en
la parte mas externa y posee unos conductos longitudinales llamados conductos de Havers, por
donde el hueso recibe los nutrientes.

El hueso esponjoso se encuentra en el interior del tejido dseo, donde la estructura esta suelta y la
resistencia a la presidn es pequeia. Alberga en su interior numerosos vasos sanguineos, médula
Osea y otros componentes. La médula ésea del cuerpo humano se compone de médula ésea roja y
médula dsea amarilla [79], [80].

La composicién del hueso consiste principalmente en una variedad de células y estroma celular
calcificado [81]. Se puede observar una gran cantidad de osteocitos en el hueso, que se encarga de
generar nuevas matrices.
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Los osteoblastos (células osteogénicas) se encuentran en el periostio, y se distribuyen
principalmente en la superficie del tejido dseo. Se pueden transformar en osteocitos en
determinadas condiciones. Cuando los osteoblastos se incrustan en el osteoide (formado por
coldgeno | (90%) y otras proteinas no colagenas) se convierten en osteocitos maduros. La funcion
de los osteoclastos es disolver y absorber la matriz dsea.
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Tabla 1-5: Aspectos esenciales de los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos [75].

Osteoblastos

Células inmaduras, derivadas de
MSC (origen: MO).

Se diferenciardn en osteocitos o en
células limitantes que forman el

endostio, capa que protege al hueso.

Los osteoblastos que quedan rodeados de
matriz mineralizada en las “lagunas 6seas”,
pasan a ser osteocitos, células maduras. Las
mas abundantes en hueso maduro y ¢l

estadio final de la linea osteobldstica.

Células multinucleadas de mayor

tamario.

Especializadas en la sintesis de
matriz 6sea; y la remodelacion y

crecimiento 6seo.

Su funcion principal es controlar el

remodelado 6seo y mantener la matriz Osea.

Se encargan de la destruccion de

tejido dseo y de su reabsorcion.

Sintetizan proteinas coldigenas y no
colagenas de la matriz organica del

hueso.

Se sitian en la parte mds interna del hueso.

Son ricas en mitocondrias y

vacuolas.

Dirigen la disposicion de las fibrillas
en la matriz extracelular y cuando se

alinean forman una fina capa de

Se comunican con los osteoblastos a través
de proteinas transmembrana (permiten el

paso de calcio, citoquinas o

Su origen si es hematopoyético,
surgen a partir de las unidades

formadoras de colonias de

matriz 6sea sin mineralizar, ¢l prostaglandinas). granulocitos y macrofagos
osteoide, que madura cuando se (CFU-GM).

depositan sobre ella sales de calcio.

Contribuyen en la mineralizacion de | Tienen forma estrellada y sus Contienen fosfatasa acida

la sustancia osteoide gracias a la

fosfatasa alcalina (ALP).

prolongaciones (canaliculos dseos)
discurren por la matriz y nutren al hueso,
transportando metabolitos desde los

capilares.

tartrato resistente (TRAP) que es
la que permite la desfosforilacion

de las proteinas.

Median en la reabsorcion por los
osteoclastos a través de la sintesis de

citoquinas.

Sus prolongaciones forman una red de
interconexiones con gran superficie de

contacto.

Marcadores: identificamos estas
células midiendo la actividad de

TRAP in vivo ¢ in vitro.

Sintetizan factores de crecimiento.

Cuando se produce un trauma, se produce
hipoxia y necrosis de los osteocitos que

estén a mds de 0,1 mm de cualquier capilar

Marcadores: Cbfal o Runx2 (el
primero indica diferenciacion
osteogénica en preosteoblastos),
osteopontina (OPN), colageno I,
fosfatasa alcalina (ALP),
osteocalcina (OCN) y sialoproteina
oOsea (BSP), los dos ultimos aparecen
con la mineralizacién. Las células
limitantes expresan a veces el

receptor de parathormona (PTH).

Marcadores: igual que los osteoblastos y
especificamente CD44 (ausente en

osteoblastos, y células limitantes).
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La matriz 6sea actia como un andamio del tejido éseo, que se transforma a partir del estroma
celular calcificado. Esta compuesta por componentes organicos e inorganicos:

» La fuente de componentes organicos es principalmente una gran cantidad de fibras de
colageno secretadas por los osteoblastos, asi como una pequena cantidad de matriz amorfa.

» El componente inorganico del tejido dseo estd compuesto principalmente por cristales de
hidroxiapatita (HA), también conocida como sal de hueso (mineral de hueso). Los
componentes organicos e inorganicos del tejido dseo estdn ordenados y combinados
cuidadosamente, lo que hace que el tejido éseo sea muy duro.

1.3.3 Regeneracion natural del tejido

Existen dos procesos fundamentales de generacion del hueso:
- Osificacidon endocondral
- Osificacién intramenbranal

Ambos procesos se inician a partir de células madre mesenquimales (MSC). Los osteoblastos
proceden de estas células madre progenitoras, y su diferenciacion es inducida por algunas
sustancias como las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) [78].

Los osteoblastos secretan sustancias que estimulan la formacién del tejido. Una de las sustancias
mas importantes que secretan es el colageno tipo I.

La curacion de las fracturas éseas puede producirse mediante curacion directa o indirecta. En este
caso interesa la curacion indirecta, ya que es la que se produce en caso de regeneracién del hueso
intermembranoso, el cual es el que conforma los huesos de la cara [82].

La curacion indirecta del hueso ocurre tipicamente en el tratamiento de fracturas no quirdrgicas y
en ciertos tratamientos quirurgicos en los que se produce algiin movimiento en el sitio de la fractura,
como el clavado intramedular, la fijacion externa o la fijacién interna de fracturas conminutas
complicadas [83].

Las fases del proceso de regeneracién dsea se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 1-6: Fases de la regeneracion dsea [75].

Fases Procesos que se ponen en marcha en
cada fase

Tras un traumatismo, se liberan
mediadores inflamatorios y se genera un
coagulo compuesto por fibrina que tiene
una funcién homeostatica y, ademas, sus
plaquetas liberan: factor de crecimiento
derivado de plaquetas y factor de
crecimiento insulinico.

Formacién del coagulo

Entre el 3° y 5° dia se desarrolla un tejido
de granulacién formado por fibroblastos
y macréfagos; coldgeno y vasos
sanguineos de nueva formacion. Invaden
el codgulo aportando nutrientes y células
Proliferacién y diferenciacion celular indiferenciadas capaces de evolucionar a
osteoblastos bajo la influencia de factores
morfodiferenciadores como los BMP. Se
comienza a generar hueso desorganizado
y poco estable durante 4 semanas.

El hueso desorganizado pasa a ser una

estructura estable, por accién de factores

como el IGF-1 y las BMP; y de

osteoblastos y osteoclastos. Aqui tienen

lugar tres procesos:

Remodelacién désea e Osteogénesis: Formacion de
nuevo hueso

e Osteoinduccidn: Estimulacion de
la osteogénesis por accidn de
determinados factores

e Osteoconduccién: Desarrollo de
la matriz tridimensional que dard
soporte al nuevo hueso.

Hay que resaltar la importancia de las cascadas de sefalizacién que tienen lugar durante cada una
de las fases de regeneracién ésea, ya que tener en cuenta su mecanismo de accién podria permitir
mejorar el proceso de regeneracién dental a través de la adicidon al medio de cultivo celular de
algunas de las moléculas que intervienen.

- Durante la respuesta inflamatoria aguda se secretan los factores TNF-a (factor de necrosis
tumoral a) y las interleucinas IL-1, 6, 11 y 18 (regulan el sistema inmunitario [84], ya que
reclutan a células inflamatorias y promueven la angiogénesis (formacién de vasos
sanguineos) [85]). Se ha demostrado que el factor TNF-a induce in vitro la diferenciacion
osteogénica de las células mesenquimales [86]. Entre las interleucinas, las mds importantes
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son IL-1 e IL-6. IL-1 induce la produccién de IL-6, la formacidn del callo cartilaginoso primario
y promueve la angiogénesis [87]. Por otra parte, la IL-6 estimula la produccién de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la diferenciacidn de los osteoblastos y osteoclastos
[88].

Diferencia osteogénica de
las células mesenquimales

Produccion de IL-6, callo
cartilaginoso primario,
angiogénesi

Produccion VEGF,
diferenciacion osteoblastos
y osteoclastos.

Respuesta inflamatoria
aguda

Figura 1-21: Respuesta inflamatoria aguda. Fuente propia.

- En la generacién del callo éseo cartilaginoso que posteriormente serd mineralizado y
reemplazado con hueso son importantes los factores TFG-B2 y TFG-B3 (factores de
crecimiento transformante), que junto a GDF-5 (factor de crecimiento diferenciacién 5)
estdn implicados en la condrogénesis y la osificacion endocondral, mientras que se ha
sugerido que BMP-5 y -6 (proteina morfogenética del hueso) inducen la proliferacion celular
en la osificacidon intramembranosa en los sitios peridsticos [89].

Condrogénesis y osificacién

TGf-p2 y TGF-p3 endocondral

Generacion de callo
cartilaginoso y periéstico

Proliferacion celular en la
BMP-5 y BMP-6 osificacion
intramembranosa

Figura 1-22: Generacidn del callo cartilaginoso. Fuente propia.
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- El proceso de revascularizacidon y neoangiogénesis esta regulado por una via dependiente de

angiopoyetina (factor de crecimiento vascular) y otra dependiente de VEGF [90], el cual
promueve tanto la vasculogénesis como la angiogénesis [91].

Condrogénesis y

SR osificacion endocondral

Revascularizacion y
reoangiogénesis

Vasculogénesis

Angiogénesis

Figura 1-23: Revascularizacion y neoangiogénesis. Fuente propia.

- Cuando se produce la remodelacién dsea, intervienen fundamentalmente el factor TNF-a e
IL-1, mediante un equilibrio entre la reabsorcién de callos duros por los osteoclastos y el
depdsito de hueso laminar por los osteoblastos [92].

Remodelacion

Osea

Figura 1-24:Remodelacion dsea. Fuente propia.
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1.3.4 Células mesenquimales estromales (MSC)

Las MSC son células madre adultas que se obtienen de una fuente humana o animal con la capacidad
de auto renovarse y diferenciarse en diferentes tipos de células como las mesodérmicas,
ectodérmicas o endodérmicas [93].

El uso de las MSC ha ido en exponencial aumento desde los afios 50 hasta convertirse en la fuente
habitual de terapia celular, medicina regenerativa y reparacién de tejidos en la actualidad.

La mayor poblacion de MSC estd en la médula ésea (MO), pero también se encuentra en tejido
adiposo, pulpa dental, endometrio, placenta o sangre periférica. Se ha podido comprobar cémo
existe una tendencia al alza de obtener las MSC del material pulpar, ya que es mas accesible y los
dientes presentan la caracteristica de ser desechos biolégicos con elevado nimero de donantes
[94]-[97].

Las células madre de la pulpa dental (DPSC) son pluripotenciales y capaces de diferenciarse en tipos
celulares como condrocitos, adipocitos o hepatocitos, y presentan capacidad inmunomoduladora
[97].

El objetivo de las investigaciones con MSC es conseguir el control de la actividad celular sobre los
diferentes scaffolds disponibles y dar con una combinacién ideal.

El establecimiento de un procedimiento completo para el aislamiento, caracterizacion y expansion
de las MSC es la clave del éxito para el uso de estas células como una buena fuente para la medicina
regenerativa [98]. En multitud de articulos se exponen formas y procedimientos ampliamente
estudiados [93].
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Figura 1-25: Estructura del hueso [99].
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1.3.5 Aplicaciones de las técnicas de fabricacion aditiva en la medicina

1.3.5.1 Uso del Scaffold para la regeneracion dsea

Aunque el tejido de los huesos es el que presenta mayor capacidad para regenerarse por si solo, los
profesionales de la salud se enfrentan a retos importantes cuando aparecen traumatismos graves,
defectos 6seos, fracturas que no tienen unién o incluso enfermedades como la osteoporosis.

En algunas ocasiones el hueso no tiene la capacidad de curarse y regenerarse y necesita de ayuda.
Es aqui donde los scaffolds han revolucionado las técnicas de curacién [100].

Los scaffolds son unas estructuras de sujecion que favorecen la regeneraciéon y proliferacion celular
en tejidos tridimensionales complejos. Por lo general se disefian con software de modelado 3D y se
fabrican mediante técnicas de impresion 3D, las cuales proporcionan las propiedades fisicas y
mecanicas idéneas para el crecimiento celular.

Algunos estudios coinciden en que para que las caracteristicas de un scaffold sean idéneas éste debe
tener una buena macroestructura que promueva la proliferaciéon celular, una superficie porosa
suficientemente éptima (mas del 90%) tanto para favorecer esta regeneracion del tejido como para
evitar la oclusion de ciertos poros y, por ultimo, una morfologia que permita que estas células se
asienten sin ningun tipo de problema [101], [102].
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Figura 1-26: Esquema del proceso de la ingenieria de tejidos [103].

La calidad de los scaffolds, que generalmente tendran formas circulares o hexagonales, se medira
por su porosidad, estos poros deberan medir entre 0.5 mm y 1 mm [104].

Tabla 1-7: Propiedades fundamentales para la fabricacion del scaffolds [101].

PROPIEDADES VALOR
Porosidad 90%
Tamaiio de poro 10-500 pm
Fuerza 100-200 MPa
Dureza 2-12 Mpam?'/2
Modulo 15-20 GPa
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Si se ajustan correctamente los parametros indicados en la tabla 6, se deberia conseguir un buen
soporte estructural y biocompatibilidad, ademds de biodegradabilidad controlable y una aceptable
osteoconduccion.

Existen multitud de técnicas para la fabricacién adecuada de scaffolds:

>

Gel casting: con esta técnica se obtienen scaffolds con porosidad regular y tamafo de poro
y composicién controladas [105].

Espuma de gas: es una técnica por moldeo que elimina el uso de solventes quimicos, pero
impide incluir células y moléculas bioactivas en los andamios [106].

Gelificacidn criotrdpica: una solucidn polimérica suspendida en agua es vertida en la forma
deseada del andamio y congelada. Al descongelarse, os cristales de agua que estan dentro
del gel polimerizado crean una estructura porosa. Impide el uso de moléculas bioactivas o
células durante la fabricacidn y presentan tamafo de poro irregular [106].

Electrospinning: se conecta la fuente del material y la plataforma del colector de fibra a unos
terminales de potencial eléctrico opuesto. La diferencia de potencial induce la reduccidn del
diametro original del material y lo deposita en el suelo del colector. El material liquido se
exprime en forma de gota y se expone al campo electrostatico entre la hilera y el colector.
Finalmente se produce una acumulacion de material en forma de espiga que apunta hacia
el suelo del colector. Presenta multiples ventajas, como una gran adhesidon celular vy
simplicidad y bajo coste, pero las propiedades mecanicas del material bioimpreso son
limitadas [101], [106].

Impresion 3D: los andamios se consiguen mediante una impresora de inyeccion de tinta de
polimero. Presenta como ventaja la obtencién de formas 3D de alta resolucién, complejas,
con tamafio apropiado, morfologia de poro adecuada y estructura interna controlada. Con
esta técnica se ha conseguido mejorar la capacidad para incorporar estructuras vasculares e
incluso se pueden anadir células en altas concentraciones directamente en los andamios
[101], [107].
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ds [108].

Estas técnicas han sido usadas en odontologia combinadndolas con métodos tradicionales,
mejorando en gran medida el proceso de recuperacién del paciente.

a) Defect on bone tissue

b) 3D biopri

e) Installation of dental implant

|
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Figura 1-28: Aumento de la cresta alveolar mediante un andamio de tejido 6seo fabricado con impresion 3D [109].

Ademas de las técnicas anteriormente nombradas se ha estudiado el uso de una amplia variedad de
materiales. Podemos encontrar muchos trabajos que nos muestran sus multiples propiedades y

idoneidad en combinacién con el uso de scaffolds [110]-[114]:

> Metales

» Bioceramicas como la hidroxiapatita (material osteoconductivo biocompatible con ausencia

de citotoxicidad y con capacidad de unién ésea).

> Vidrios bioactivos
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> Polimeros naturales

o Colageno tipo I: biocompatible y biodegradable con la capacidad de estimular la
proliferaciéon y diferenciacion celular. Presenta baja resistencia mecdnica.

o Chitosan: material biocompatible, biodegradable y osteoconductivo.

o Acido hialurénico: material biodegradable, biocompatible y viscoeldstico que
contribuye a la proliferacidon y migracion celular.

» Polimeros sintéticos: dentro de este grupo se encuentran algunos muy interesantes por ser
biocompatibles, biodegradables, no toxicos y ofrecer una gran facilidad de uso.

o PLA
o PCL (policaprolaptona)

Los enfoques basados en andamios no eran adecuados para la regeneracién de tejidos compuestos
similares a los dientes porque este enfoque no podia colocar con precision multiples tipos de células
de una manera predefinida.

1.3.5.2 Bioimpresion de tejido

En la bioimpresion de tejido dseo han surgido enfoques basados en andamios utilizando diversos
biomateriales, los cuales hacen las funciones de nucleo para la sintesis de tejidos que permiten la
division, el crecimiento de las células y la diferenciacidn celular por sus propiedades.

Debido a la microestructura fisiolégica Unica del hueso natural y la guia para el desarrollo éseo vy la
regeneracion fisiolégica, un nimero cada vez mayor de materiales sintéticos estan disefiados para
imitar la microestructura dsea [79], [115], [116], como mejores ceramicas osteoconductoras [117]
y polimeros sintéticos biodegradables [118]. Las bioceramicas se clasifican en dos tipos: ceramicas
bioinertes (como alumina y zirconio) y ceramicas bioactivas (como hidroxifosfito, fosfato tricalcico
y vidrio bioactivo (fosfato célcico)).

Los materiales bioceramicos pueden imitar los poros del hueso humano y proporcionar espacio para
la adhesion y el crecimiento celular siempre que el disefio sea el apropiado.

La bioimpresidon del tejido déseo se ha realizado principalmente mediante las técnicas de
bioimpresidn por extrusidén o por laser. Los andamios que se generan en el proceso de impresidn se
suelen sembrar con células osteoprogenitoras, como las células madre mesenquimales, a las cuales
se les proporcionan factores de crecimiento como proteinas morfogénicas dseas, fibroblastos y
factores de crecimiento endotelial que favorecen la maduracion de las MSC [119].

Esta tecnologia hoy por hoy sigue teniendo limitaciones a tener en cuenta como pueden ser [120]—
[122]:

- Laliberacion de factores de crecimiento no puede regularse.

- Lafalta de neovascularizacidon provoca un empeoramiento de la adhesién celular.
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Muchos estudios sobre regeneracion dsea mediante bioimpresion estudian los parametros éptimos
para conseguir la maxima viabilidad celular y crecimiento [123], [124]:

- Tamafio de poro minimo de 100 um. Si se hiciera mas pequefo disminuiria el volumen de
oxigeno y nutrientes que se difunde.

- Tamafio de poro entre 200 y 300 um. Valor 6ptimo para el crecimiento éseo, aunque es un
valor con el cual se debe tener cuidado, ya que el aumento de la porosidad provoca una
reduccion de las propiedades mecdnicas.

Los factores de crecimiento son proteinas de sefalizacién necesarias en la promocion de la
reparacion osea y la osteogénesis.

En la actualidad los factores de crecimiento se estan investigando principalmente en el area de la
regeneraciéon osea. El uso de hidrogeles con estos factores de crecimiento resultan muy interesantes
ya que proporcionan un medio optimo para mantener su actividad en el sitio de tratamiento a una
velocidad de libracién controlada [125].

PCL_
BMP-2/NPs Sin recubrir Vacio

Figura 1-29: Formacion del nuevo hueso sin andamio, con andamio sin recubrimiento y con andamio recubierto de
policaprolaptona (PCL) y proteinas morfogenéticas del hueso (BMP-2) [126].

El principal problema en el uso de la bioimpresidon en la regeneracidn de tejido dseo es la falta de
neovascularizacion, que afecta a la osteogénesis y a la integracion del huésped.

Por otra parte, se han hecho avances en el campo de la odontologia, utilizando la tecnologia de
bioimpresién 3D. La denticién humana exhibe un potencial muy limitado de reparacion y
regeneracion. Los modelos actuales de tratamiento se basan en la rehabilitacidon protésica o los
implantes dentales.

Se encuentran algunos estudios diferentes sobre la biofabricacion dental basados en producir
complejos de dentina-pulpa en 3D [127]. En bibliografia se encuentran algunas biotintas muy
interesantes con base fibrina o colageno y compuesta de fibrindgeno, gelatina, acido hialurdnico y
glicerol cargada con células madre de la pulpa dental humana (hDPSC).

Como se ha indicado, algunos estudios centran sus investigaciones en disefiar una tinta bioldgica a
base de fibrina para la bioimpresién 3D. Los efectos de la concentracién de fibrindgeno dentro de
la tinta bioldgica se examinaron en funcion de la citocompatibilidad, la capacidad de impresiény la
diferenciacion odontogénica. También se investigd la posibilidad de diferenciacion odontogénica
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localizada de hDPSC en una estructura impresa, y se aplicd esta tecnologia para construir un
complejo de dentina-pulpa 3D con forma especifica para el paciente.

A pesar de todas las ventajas que plantea el uso de la bioimpresién 3D, nadie ha conseguido aplicar
esa tecnologia para reconstruir tejidos de composite dentales especificos para cada paciente [127],
[128]. Los estudios que se han realizado no llegan a imprimir el diente duro completo, por lo que se
necesita realizar mas esfuerzos en estas lineas de investigacion que plantean retos y soluciones muy
interesantes.
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Figura 1-30: Proceso de bioimpresion dentina-pulpa [129].
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2.

1.

OBIJETIVOS

El objetivo general del trabajo se basa en el estudio de la bioimpresién 3D y en la
optimizacién de dicha tecnologia. Hay que tener en cuenta que, actualmente, la variabilidad
de resultados es muy alta, y aunque esto no implica que no sea apta para su traslado al
ambito clinico/hospitalario, presenta ademas la complejidad afiadida de que la reproduccion
de tejidos y 6rganos nativos funcionales requiere unos elevados conocimientos en muchos
campos de estudio diferentes. Ademads, hay que sumar que el coste y recursos que se
necesitan es considerable. Por todo ello, en este trabajo se busca disminuir la variabilidad
de resultados e incluso describir PNTs (Procedimientos normalizados de trabajo).

Estudiar el estado del arte actual tanto de la tecnologia de bioimpresiéon 3D como de los
hidrogeles o biotintas utilizadas, para asi profundizar en los principales avances e
inconvenientes que se estan viendo en los ultimos afios.

Desarrollar una serie de pruebas que permitan realizar una nueva metodologia para clasificar
hidrogeles de bioimpresion, y que sea asequible econdmicamente para mejorar la cantidad
de recursos consumidos.

Comprobar la metodologia planteada en el punto 3 mediante el analisis de hidrogeles
comerciales para comprobar algunos parametros claves, como es la imprimibilidad y su
posible funcién dentro de la bioimpresién 3D.

Buscar posibles relaciones entre parametros reoldgicos y las variables utilizadas en los
procesos de bioimpresién. Para ello se utilizara la simulacién computacional (CFD) vy la
reologia, buscando un método de simulacién que permita reducir el nimero de pruebas a
realizar para recudir la cantidad de hidrogel desperdiciado por malas calibraciones de las
bioimpresoras.

Desarrollar de un dispositivo capaz de caracterizar los materiales usados en la bioimpresién
3D, bajo unas condiciones controladas de temperatura, presidon, humedad y CO,, y que
permita generar un informe sobre las propiedades a tener en cuenta en la produccién
estructuras bioimpresas.

Contribuir al estado actual de la técnica de bioimpresién y al estudio de los hidrogeles
empleados, para convertir esta tecnologia en una realidad a corto plazo en el ambito
sanitario.
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3 MATERIALES Y METODO

3.1 Materiales de partida

Para esta investigacion se han utilizado los siguientes materiales de partida:
ColMA (coldgeno con metacrilato) liofilizado, suministrado por Cellink [130].
Fotoiniciador LAP, suministrado por Cellink [131].
Agentes de reconstitucidon Ay P, suministrados por Cellink [132], [133].

Tampon de colageno, suministrado por Cellink [134].

GelMA liofilizado (gelatina con metacrilato), suministrado por Cellink [136].

>

>

>

>

» Hidroxido de Sodio (NaOH) en lentejas, suministrada por PanReac AppliChem [135].
>

» HAMA (acido hialurénico con metacrilato) liofilizado, suministrado por Cellink [137].
>

Cellink Start [138].
» PLA (acido polilactico), suministrado por LEON3D [139].

Estos materiales se describen a continuacion:

3.1.1 ColMA liofilizado

Hidrogel hibrido derivado del colageno tipo | de la cola de rata. Se ha obtenido mediante la adiccién
de grupos metacrilato fotoactivos, lo que le permite su reticulacién por la activacién de un
fotoiniciador, proporcionando al hidrogel mejores propiedades estructurales [130].

3.1.2 Fotoiniciador LAP

Sal de litio fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de litio (LAP). Es un fotoiniciador de tipo |, soluble en
agua, citocompatible para su uso en la polimerizacién de hidrogeles u otros materiales
poliméricos. Presenta solubilidad en agua y buena tasa de polimerizacidon con luz de 365nm vy
absorbancia a 400nm, permitiendo la polimerizacidn con luz visible. La cinética de polimerizacién
mejorada permite la encapsulacion celular a una concentracién de iniciador reducida y una luz de
longitud de onda mas larga, reduciendo la toxicidad del iniciador y aumentando la viabilidad celular
[140].

3.1.3 Agente de reconstitucion Ay P

ElaAgente de reconstitucion A es una solucién acida empleada para disolver y diluir los
biomateriales de colageno de CELLINK, como el Coll | liofilizado, la solucién Coll | y el ColMA
liofilizado. Las soluciones de colageno reconstituidas en combinacién con el tampdn de coldgeno
hacen que la biotinta sea isotdnica con un pH mas facil de neutralizar [132].
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El agente de reconstitucidn P se emplea para disolver y diluir biotintas liofilizadas sin colageno, como
GelMAy el HAMA. Al tener pH fisioldgico e isotonicidad, hace que las biotintas sean adecuadas para
aplicaciones de cultivo celular [141].

3.1.4 Tampon de colageno

Contiene un tampdn de pH y sales para conseguir que el ColMA sea adecuado para el cultivo celular.
Incluye un indicador de pH para facilitar la neutralizacion [134].

Una solucidn tampdn mantiene el pH constante, lo que es vital para el correcto desarrollo de
reacciones quimicas y bioquimicas que tienen lugar en los seres vivos. Los amortiguadores o buffers
son aquellas disoluciones cuya concentracién de protones apenas varia al afiadir acidos o bases
fuertes.

La eleccion de los amortiguadores, tanto en la regulacion del equilibrio dcido-base en los seres vivos
como al trabajar en laboratorios, radica en la posibilidad de mantener la concentracién de
hidrogeniones (H*) dentro de unos limites muy estrechos [142].

3.1.5 Hidroxido de Sodio (NaOH)

A temperatura ambiente es un sélido cristalino, blanco, sin olor y que absorbe rapidamente didéxido
de carbono y humedad del aire. Es una sustancia muy corrosiva. Cuando se disuelve en agua o
cuando se neutraliza con algun acido libera gran cantidad de calor [143].

Esta sustancia es altamente versatil y se utiliza en diferentes procesos de fabricacidon. Es un
coproducto de la produccién de cloro. Se utiliza para ajustar la disolucidn a un pH apropiado [144].

3.1.6 GelMA liofilizado

Hidrogel hibrido a base de gelatina porcina proporciona a las células un medio 6ptimo para el
crecimiento celular. Esta biotinta estd modificada con grupos metacrilato para reticularse con un
fotoiniciador al exponerse a la luz ultravioleta, confiriéndole una mayor capacidad estructural [136].

3.1.7 Cellink Start

Es un hidrogel soluble en agua utilizado como material de soporte durante la bioimpresién de
estructuras complejas, por su sencilla remocién en presencia de agua. También se utiliza en
construcciones con porosidad a lo largo de los tres ejes y en construcciones cargadas de células.

Este gel se imprime a temperatura ambiente y se disuelve facilmente después del lavado con medios
de cultivo [138].

3.1.8 HAMA liofilizado

Hidrogel hibrido fabricado a partir del acido hialurénico, modificado con grupos metacrilato que le
permiten reticularse en presencia de un fotoiniciador y luz UV [137].
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3.1.9 PLA

El acido polilactico (PLA) es un biopolimero termopldstico cuya molécula precursora es el acido
lactico. Debido a su biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad, este
biopolimero tiene numerosas aplicaciones, ya que presenta un amplio rango de propiedades, desde
el estado amorfo hasta el estado cristalino. La variacién en sus propiedades puede lograrse
manipulando las mezclas entre susisémeros D (-) y L (+), los pesos moleculares y la copolimerizacion.

La obtencidn se lleva a cabo generalmente en dos etapas consecutivas: la primera es la sintesis del
acido lactico y la segunda es la polimerizacion El proceso completo se esquematiza en la Figura 3.6.

Se han desarrollado dos vias fundamentales para convertir el acido lactico en polimeros de alto peso
molecular: el proceso indirecto via lactido, cuyo producto se denomina polilactido, y el proceso
directo de polimerizacion por policondensacién, produciendo acido polilactico. Ambos productos
son agrupados bajo la denominacién PLA.

El PLA tiene propiedades mecanicas en el mismo rango de los polimeros petroquimicos, a excepcion
de una baja elongacién. Sin embargo, esta propiedad puede ser afinada durante la polimerizacidn
(por copolimerizacién) o por modificaciones post polimerizacién (por ejemplo, plastificantes). EI PLA
puede ser tan duro como el acrilico o tan blando como el polietileno, rigido como el poliestireno o
flexible como un elastomero. Ademads, puede ser formulado para dar una gran variedad de
resistencias. Las resinas de PLA pueden ser sometidas a esterilizaciéon con rayos gama y es estable
cuando se expone a los rayos ultravioleta. Al PLA se le atribuyen también propiedades de interés
como la suavidad, resistencia al rayado y al desgaste.

oH <+———  Hidrlisis  [«———Biomasa
Q
HQMOH
OH \ v
Glucosa Fermentacion |
h
Purificacién

o
OH

(n-1)H20  Acido lactico -H0

{Yui/ \{YL%
Oligomeros i Acido poliléctico
(n=30-79) \ H’C\HLO (n =700 - 15.000){

e

CcH,
[s]
Léctido

Figura 3-1: Vias para la polimerizacion del acido polilactico [145].

El material utilizado fue suministrado por la empresa de distribuciéon PLA INGEO, y presenta
propiedades tales como:
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Dureza: Muy alta
Flexibilidad: Muy baja

Warping: Muy bajo

>
>
>
» Temperatura extrusor: +/- 205°C
» Temperatura base de impresién: 50 °C
» Densidad: 1,24 g/cc

>

Post-horneado: Multiplica la resistencia. Puede introducirse en un horno a 95°C durante 12-
14 minutos (dependiendo de la pieza).

Es el material mas utilizado en impresién 3D, y la empresa lo recomienda para decoracién, adornos,
maquetas, etc.
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3.2 Equipos de laboratorio

3.2.1 Balanza Sartorius modelo BP61 S

Este tipo de balanzas sirven para pesar o medir con elevada precisidon la masa de un cuerpo o
sustancia. Suelen estar ubicadas en el interior de una urna protectora de cristal o plastico, para
evitar que se altere la medicion. Garantizar la precision de la bascula es muy importante para
mantener su correcta calibracidn.

Las balanzas analiticas tienen una capacidad de 200 gramos y estdn disefiadas para medir masas
pequeiias, en un rango menor al miligramo. En el caso de los modelos digitales, su sensibilidad
alcanza hasta la diezmilésima parte de un gramo [146].

bW

7
8
b4
1 Wei hing pan 69B20116 12 Weight disp
2 ShneEl ring 69B20117 13 "knflcahcm ID label with metrological
3 Metrological ID label dota for verified balances approved
for verilied balances opproved for use as legal measuring instruments
for use as legal measuring instruments 14 DC jock
4 Menu access switch 15 Manulocturer’s label with
5 leveling foot 69 B20005 the €€ mark of conformity
6 Zetosetting and lare [targ] 16 Dato interloce port
7 Print lzey[ oourpu!] 17 level indicator
8 Function key /c botonk. Not shown: Dust cover 69 60BPO7
10 CFlks o Cops ond plugs (set) 69 B20009
11 On/ fkey@lstand

Figura 3-2: Esquema de funcionamiento [146].
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3.2.2 Impresora 3D. Crealty Ender 3 pro

La impresora 3D con la que se han fabricado las piezas de PLA utilizadas en este proyecto ha sido
fabricada y configurada por el grupo de investigacién de Ingenieria de Materiales (INMA) de la
Escuela de Ingenieria Industriales.

Este modelo de impresora 3D Open Source, permite imprimir de forma asequible numerosos tipos
de filamento, como PLA, ABS, PETG, flexible, entre otros, en un volumen de impresién por encima
del estandar.

Figura 3-3: Impresora 3D Ender 3 Pro [147].
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» Especificaciones técnicas [147]:

Tipo de extrusion: FDM (Sistema Bowden).

Volumen de construccion: 220 x 220 x 250mm.

Diametro filamento: 1,75mm.

Diametro boquilla: 0.4mm.

Espesor de capa: 0.1 — 0.35mm.

Precision: +/-0.1mm.

Temperatura maxima extrusor: 255 °C.

Temperatura maxima de cama: 110°C.

Velocidad maxima de trayecto: 180mm/s.

Formatos modelo 3D: STL, OBJ, G-Code

Conectividad: Tarjeta SD y cable USB.

Sistemas operativos compatibles: Windows/ Mac/ Linux.

Chasis: Perfiles V-Slot de aluminio.

Dimensiones de la impresora 3D: 440 x 410 x 465mm.

Peso: 8.6 Kg.

Peso neto: 10 Kg.

Embalaje Dimensiones: 600 x 350 x 160mm.

Entrada: AC 100-265V 50-60Hz.

Salida DC 24V 15A 360W.

Enchufe de la UE.
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3.2.3 Bioimpresora 3D. BIO X

La bioimpresora BIO X es referencia para empresas de ciencias de la vida, investigadores e
innovadores.

PceLLre )

Figura 3-4: Bioimpresora BIO X [148].

Se trata de un sistema dotado de la tecnologia Clean Chamber, patentada por Cellink, con un sistema
de filtrado que deja la cdmara de impresién totalmente estéril y permite su uso sin necesidad de
introducirla en una campana de flujo.

Esta dotada de 3 cabezales intercambiables que permiten utilizar hasta 3 materiales o herramientas
distintas para la bioimpresidn de los diferentes materiales.

Especificaciones técnicas [149]:

>

vV V VYV VYV V¥V V V V VY

Tecnologia de “camara limpia”.

Modo de impresidn triple.

Tres cabezas intercambiables.

Control multiple de temperatura y sensor de presion.

Resolucién ultrafina de 1um.

Sistema de cuadro ultravioleta multiple (LED UV 365nm y 405 nm).
Control de temperatura de impresiéon (4°C-60°C).

Pantalla tactil de 7 pulgadas.

Compresor de aire integrado sin aceite.

Unidad independiente con pequefia huella de laboratorio.
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Esta bioimpresora ha sido ampliamente utilizada en multiples proyectos de investigacion, y se ha
desarrollado su tecnologia para diferentes fines [149]:

>
>

>

Medicina regenerativa
Investigacion de cancer

Materiales para ciencia: desarrollo del siguiente avance en la investigacién de materiales a
través de la impresion y sus multiples modalidades de enlace cruzado.

Descubrimientos en medicina: permite crear modelos robustos de células 3D y cocultivos
para ser tratados con farmacos en analisis posteriores.

Produccion alimentaria

Este modelo estd disefiado para soportar diferentes cabezales de impresion y herramientas. Permite
combinar diferentes materiales y técnicas de impresidn segun sea su aplicacion. Para ello dispone
de varios cabezales de impresion [149]:

>

>
>
>

Cabezal de impresidn neumatico con calefaccion, 3cc (65°C).
Cabezal de impresidn neumatico con calefaccion, 10cc (65°C).
Cabezal de impresidn de gota electromagnética (EMD) (65°C).

Cabezal neumatico con control de temperatura (4°C-65°C).

Figura 3-5: Tipos de cabezales [150].
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3.2.4 Escaner 3D. Shining 3D SE

Escaner 3D de escritorio que presenta diversas caracteristicas muy interesantes su uso en
investigacioén [151]:

» Multifuncional, captura de datos 3D mas facil y rapido.
Modos de escaneo dual: escaneo automatico y escaneo fijo.
Gran detalle a un precio asequible.

Plug and play.

Multiples campos de aplicacién.

Adaptacién para todos los tamarios.

Tiempo de escaneado de 360 grados en modo Automatic Scan: 2 minutos.

YV V VYV V V V V

Tiempo de escaneo para captura simple: 8 segundos.

SN
PR

Figura 3-6: Escaner 3D EINSCAN-SE [151].
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3.2.5 Redmetro

Instrumento de laboratorio que se usa para medir la deformacion y el flujo de la materia,
describiendo la interrelacion entre fuerza, deformacion y tiempo.

El reémetro modular Kinexus pro+ esta focalizado en la caracterizacion reolégica de dispersiones y
otros fluidos complejos y solidos suaves [152].

Figura 3-7: Kinexus pro+ [152].
Datos técnicos [152]:
» Medicidn: Viscosidad (reologia) y viscoelasticidad.
» Tecnologia: Reometria-rotacional.
» Rango de par: 1,0nNm — 225mNm.

» Rango de temperatura: -40°C - 300°C.
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3.2.6 Medidor de pH GLP 21
Es un medidor de pH de laboratorio con resolucidn seleccionada entre 0,1-0,01-0,001 pH.

Ofrece varios modos de calibracién con reconocimiento de 3 familias de tampones a un pH concreto,
ofreciendo ademas tres modos de medida:

> Por estabilidad.
> En continuo.
» Por tiempo.

Posee un Data Logger donde se almacenan las ultimas 400 medidas, los datos de la calibracién y el
historial del electrodo.

Permite conexion con un PC a través del software Comlabo para automatizar las medidas de pH.

Figura 3-8: Medidor de pH GLP 21 [153].

Variables medidas Idiomas
Escalas: -2._.16 pH, = 2000 mV y -20...150 °C, Castellano, Italiane, Francés, Inglés y Catalan.
Resolucion: 0,01 pH 1 mV, 0.1 °C
Error de medida (= 1 digite): = 0,01 pH, = 1 mV, = 0.2°C

Pantalla

Grafica, de cristal liquido, refroiluminada, 128 x 64 puntos
Compensacion automatica de temperatura
Por teclado o con sonda de temperatura Pt 1000 (CAT). .

Entradas vy salidas

Calibracién pH Electrodo indicador o combinado, conecter BNC (Imp.= 10721'1}.

Cen 1, 2 6 3 tampones seleccienables dentro de la gama. Electrodo de referencia, conector banana.
Reconocimiento automatice de tampones técnicos, C.AT. tipo Pt 1000, conector banana o telefénico
pH 2.00, 4.01, 7.00, 9.21. 10.90, (valores a 25°C) Agitador CRISON, conector RCA.

Tiempo de validez programable entre 0 horas y 7 dias .
Frecuencia de calibracion programable enfre 0 horas y 7 dias.

Aviso automatico de recalibracion.
Rechazo de electrodos en mal estado.

Calibrado tedrico

Directivas baja tension y CEM
Segln 2006/95/CE. Seglin 2004/108/CE

Condiciones ambientales
Temperatura de frabajo 5...40°C
Temperatura de almacenamiento -15...55°C.

Criterios de aceptacion de calibracion pH

Potencial de asimetria = 58 mv. -
Pendiente 41...62 m\VipH, a 25 (sensibilidad T0_..105%) Humedad relativa=<30% (humedad no condensada)

Alimentacion

Calibracion my Através de alimentador externo 220 VCA / 12 VDC, 3.3 W

Reconocimiento automatico patrdn 220 mv a 25 °C.

Materiales

Modos de medida Contenedor, ABS y PC. Teclado, PET.

Por estabilidad

En continuo
Sensores conectables

. . Electrodo indicador o combinado, conector BNG (Imp. = 10770,
Paran:etros fisicos _ Electrodo de referencia, conector banana.
Peso 500 g. Dimensiones 325 x 155 x 95 mm. C.AT tipo Pt 1000, conector banana o telefénico

Periféricos conectables
Agitador magnético CRISOM.

*Especificaciones sujetas a cambios sin previo aviso

Figura 3-9: Especificaciones técnicas [153].
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3.2.7 Agitador de laboratorio magnético digital (Benchmark)

Tabla 3-1: Caracteristicas principales [154].

Caracteristicas generales:

Sistema de visualizacion:

Pantalla LCD con retroalimentacion

Superficie de trabajo de ceramica:

6,5 x 6,5 pulgadas

Rango de velocidad:

200 rpm-1500 rpm

Peso:

6,4 Ibs./2,9 kg

Eléctrico:

120V 0 230V, 50Hz-60Hz 500 W

Rango de temperatura:

Ambiente +5 a 380°C

Rango de temperatura de funcionamiento:

+42 +65°C

LED de seguridad indicando superficie caliente
(> 50 grados centigrados)

Los agitadores magnéticos son usados en laboratorios para mezclar soluciones o liquidos de poca
viscosidad. Este tipo de agitadores se pueden usar como agitador, como calefactor o combinando
ambas funciones.

Este dispositivo cuenta con un motor eléctrico que gira, pudiendo controlar el nimero de giros que
puede dar en un minuto sobre su eje. Adicionalmente, el motor estd provisto de unos campos
magnéticos que permiten controlar a un agitador magnético, el cual se sumerge en la solucién que
se desea agitar.
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3.3 Metodologia
3.3.1 Conformacion de los hidrogeles

3.3.1.1 Conformacion GelMA o HAMA

1. Preparacion del material necesario:

Figura 3-10: Materiales necesarios para la conformacion del hidrogel.

a. Atemperar GeIMA o HAMA liofilizado.
2. Preparar agente reconstitucion con fotoiniciador (PI) [155]:

> Materiales y equipos necesarios

Tabla 3-2: Tabla con los materiales y equipos necesarios para este paso.

12ml de Agente de 30mg de fotoiniciador Tubo Falcon
reconstitucion P

Filtro de jeringa de Pipeta Vaso de precipitado
0,22um
Agitador de laboratorio Balanza de laboratorio
magnético

a. Mediante una pipeta se trasvasan 12ml del agente de reconstitucién P a un vaso de
precipitado.

b. Mezclar la cantidad deseada de Pl en el agente.
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Figura 3-11: Paso previo a mezclar el Pl con el agente de reconstitucion P.

c. Filtrar estérilmente la solucién Pl en un tubo Falcon estéril de 15ml, utilizando una
jeringa y un filtro de jeringa de 0,22um.

d. Calentar la solucién a 50 °C.

Figura 3-12: Proceso de calentado.

Tabla 3-3: Concentracion de Pl segln la masa seleccionada.

Pl concentracion (%) Masa de Pl para 12 ml de agente (mg)
0,05 6
0,10 12
0,25 30
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3. Preparacidon de la solucion GelMA:

Tabla 3-4: Materiales y equipos utilizados en este paso.

Solucién Pl + Agente de Agitador de laboratorio

o, " Medidor de pH
reconstitucion magnético

Solucién 1 molar de NaOH

a. Anfadir la cantidad preparada de Pl + agente de reconstitucién P en el vial de GelMA
o HAMA.

Figura 3-13: En el vial se calienta la mezcla con el Pl, el agente y el material liofilizado.

Tabla 3-5: Concentracion obtenida de GelMA segun el volumen de agente + Pl introducidos en el vial de GelMA

Concentracion GelMA Volumen de PI
5% 9,5 ml
10% 4,5 ml
20% 2 mi

Tabla 3-6:Concentracion obtenida HAMA segun el volumen de agente + Pl introducidos en el vial de HAMA

Concentracion HAMA (w/w)

Volumen de PI

3%

3,23 ml

5%

1,9 ml

b. Mezclar a 50 °C durante 60 minutos o hasta disolver en el caso de GelMA, o mezclar
a temperatura ambiente en el caso del HAMA.

c. Comprobar pH para que se encuentre entre 7-7,4 pH para el GelMA o en el rango de
6,5-7,4 para el HAMA. Es habitual que, tras este paso, el pH se encuentre fuera del
anterior rango establecido.
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Figura 3-14: Comprobacion del pH.

Tabla 3-7: Protocolo para regular el pH.

1. pH por encima del rango marcado Afadir solucidon 1 molar HCI

2. pH por debajo del rango marcado Anadir solucion 1 molar de NaOH

4. Preparar Bioink:

Tabla 3-8: Materiales y equipos utilizados en este paso.

Agitador de laboratorio Pipeta Cartucho dmbar
magnético

a. Calentar la solucién a 35 °C o hasta que esté totalmente liquida.
b. Transferir a una jeringa.
¢. Introducir la solucién a un cartucho ambar.

d. Almacenar a 4°C-8°C.
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Figura 3-15: Hidrogel conformado y almacenado.

3.3.1.2 Conformacion ColMA
1. Realizar célculos [156]:
a. Decidir la concentracion final (Cs) deseada de ColMA = 4mg/ml.
b. Calcular la concentracién objetivo (Cs) de la solucion madre de COLMA.
Cs=C¢-1,25> 5mg/ml.
2. Disolver ColMA:

Tabla 3-9: Materiales y equipos necesarios para este paso.

Agente de reconstituciéon A ColMA liofilizado Vaso de precipitado

Pipeta Barra de agitacion

a. Agregar el volumen deseado de agente de reconstitucion A en la botella de ColMA.

Tabla 3-10:Concentracion objetivo-obtenida segun el volumen de agente seleccionado.

5 20
8 12,5
10 10

b. Remover con barra de agitacién estéril durante 8 horas a 4°C.
c. Evitar la formacién de burbujas.

d. Almacenar el vial a 4°C-8°C.
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3. Neutralizacion:

Tabla 3-11: Materiales y equipos utilizados en este paso.

Bafio de hielo Vial de ColMA con agente Solucién tampdn
de reconstitucion

Fotoiniciador Filtro de 0,22um Tubo Falcon
Pipeta Vaso de precipitado Medidor de pH
NaOH Buffer

a. Colocar en bafio de hielo el vial y la solucién tampdn.

b. Decidir el volumen final en mililitros de la biotinta (Vrinta) que se quiere obtener del
proceso.

c. Disolver el Pl (mp)) en el buffer (Vcs).
d. Filtrar la solucién con filtro de 0,22um en tubo Falcon.

e. Mezclar el elemento (mp + Vcs) en un recipiente estéril agitando y pipeteando hacia
arriba y hacia abajo para favorecer el proceso de mezclado.

f. Agregar el volumen de Vnaor.

g. Medir el pH. Debe estar entre 6,9 pHY 7,3 pH.

3.3.2 Digitalizacion, moldeado y (bio)fabricacion de piezas

Para obtener un modelo biomimético complejo existen muchas alternativas en el mercado. Las mas
efectivas y comunes son:

» Obtener el modelo final mediante tomografia axial computarizada (TAC)
» Mediante escaneres especializados

Los dos métodos necesitan de la obtencidn de multiples imdgenes para llevar a cabo la
reconstruccién tridimensional del modelo biomimético escogido. La diferencia entre ambos radica
en que el TAC reconstruye estructuras a partir de imagenes obtenidas de planos del objeto,
permitiendo asi reproducir la parte interna de estructuras biomiméticas, mientras que el escaner
especializado la obtiene a partir de imagenes de la superficie del objeto.

En este trabajo nos centramos en el uso de un escaner 3D al centrar nuestros recursos en la
aplicacion de la bioimpresién 3D en obtener estructuras biomiméticas dseas y solucionar problemas
maxilofaciales.
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Figura 3-16: Escaner 3D especializado en obtenciéon de modelos 3D [157].

3.3.3 Protocolo para el escaneado de una estructura

1. En primer lugar y tras el proceso de calibracion propio de cada escdner, se selecciona el
nuevo espacio de trabajo en el equipo y escaneo con texturas. Esta opcidn nos permitird en
el modelo obtenido en el escaneo visualizar el modelo de una forma mas realista.

Figura 3-17: Paso 1 del protocolo del escaner 3D.

2. Se configura el software para obtener un escaneado fidedigno, pero optimizando el tiempo
de escaneo. Para ello, el programa nos permite un cierto grado de configuracién y
adaptabilidad a los requerimientos de nuestra pieza.

En la figura 18 se puede visualizar la configuracién que se ha elegido tras varias pruebas para
conseguir un resultado real, y optimizando el tiempo de procesamiento de imagen.

EinScan-SE may.24 - 23:12

Figura 3-18: Ajuste de los parametros del software SHINING 3D.
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3. El escéner tras los pasos anteriores analiza todas las imagenes que ha tomado en cada giro
de la placa giratoria.

”v- bt bahte Tt “N
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Figura 3-19: Todas las imagenes que el escaner realiza para interpretarlas y proporcionar un modelo 3D.

may.24 - 23:12

Figura 3-20: Modelo 3D obtenido sin tratamiento digital.

4. Se edita el modelo, seleccionando modelo estanco.

may.24 - 23:12

o

Figura 3-21: Ajuste de la edicién del modelo.

5. Se selecciona el grado de detalle de la pieza.
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may.24 - 23:12
o]

Bajo Detalle

Figura 3-22: Ventana de seleccion del detalle.

6. Se obtiene la siguiente pieza tras el tratamiento:

Figura 3-23: Pieza final tras el proceso de escaneo.

7. Mediante un tratamiento de imagen se consiguié un modelo digitalizado mas real y
fidedigno.

Figura 3-24: Phantom digital obtenido en el proyecto.

8. Dicho modelo se exporta a un formato .STL, para poder ser leido mediante el software libre
que ofrece Autodesk Ilamado Meshmixer. Este programa se basa en el modelado de
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superficies para disefiar cualquier tipo de pieza a partir de otro modelo, generando
previamente una malla de triangulos.

Figura 3-25: Digitalizacion mediante el programa Meshmixer.

9. A partir de este modelo, y con las herramientas que ofrece el programa, se puede aislar el
fallo y generar un scaffold para imprimirlo y adherirlo al paciente.
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4.1 Evolucion de la bioimpresion y aplicaciones actuales
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Resumen

La bioimpresidén es una herramienta muy util que ofrece grandes posibilidades en diferentes campos de la
ciencia y la biotecnologia. En medicina, los avances de la bioimpresién estan centrados en la impresion de
células y tejidos para la regeneracion de la piel y en la fabricacion de érganos humanos viables (corazones,
rifiones, huesos, etc.). En esta review se repasan cronoldgicamente algunos de los acontecimientos mas
relevantes de esta técnica de fabricacion aditiva y de su estado actual. Para su elaboracion se realizé una
busqueda en las bases de SCOPUS, WOS y PUBMED, y se encontraron un total de 31,603 papers, de los cuales
fueron finalmente escogidos 119 para analizar informacién. Estos articulos recogen los avances mas
importantes de esta técnica a nivel médico, las aplicaciones y las posibilidades en la actualidad. Finalmente,
se exponen algunas conclusiones sobre el empleo de la bioimpresion y las expectativas que genera en un
mundo donde las tecnologias avanzan cada vez mas rapido.

Palabras clave: Bioprinting, cell 3D printing, tissue engineering, organ, tissue regeneration

4.1.1 Introduccion
1. Realizacién del estudio

Para la realizacion del siguiente estudio se accedid a las principales bases de datos bibliograficas y
de revistas cientificas como son SCOPUS, WOS y PUBMED. En ellas se analizaron los articulos
necesarios para la realizacién de esta review.

En primer lugar, se realizé una busqueda global en las tres bases de datos con los siguientes criterios:
- Publicaciones en inglés (sélo se seleccionaron publicaciones en este idioma)
- Papers relacionados con Bioimpresién 3D
- Materiales para bioimpresién 3D
- Técnicas de bioimpresion
Se obtuvo un total de 31,603 resultados, quedando 17,603 al eliminar los duplicados.

Se excluyeron un total de 8,244 articulos y se descartaron 4,863 articulos por tratarse de otras
reviews o por pertenecer a campos de estudio no relacionados con la biocimpresidn.

Finalmente, se obtuvieron un total de 853 articulos, de los cuales se seleccionaron 119 para analizar
la informacién necesaria para realizar esta review.
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Initial results
= PubMed 7.842
=
g Wos 11.582
E Scopus 12.179
TOTAL 31.603

Duplicated results removed

17.643

Results screened

13.960

Excluded according to selection criteria

§.244

Full-text articles assessed for eligibility

5.716

Z
-
2

Full-text articles excluded, with reasons:

- Reviews

- Subject area:

Computer science
Physics and astronomy
Social sciences

Energy

Mathematics

¥

[SUR o T R Y |

4.863

Final studies included

853

Mot interesting for this review

734

Articles on which this review is based

119

Figura 4-1: Diagrama de flujo PRISMA que muestra la busqueda bibliografica, el proceso de exclusién, los criterios
de elegibilidad y los documentos finales incluidos. Se incluyeron 19 articulos sin restriccion de fecha de publicacion.

De las 119 publicaciones seleccionadas, 117 son articulos. Un estudio de estas publicaciones
escogidas por afios nos muestra que, en los afios 2004, 2009, 2016 y 2018, se realizd un elevado
nimero de publicaciones cientificas relevantes en el campo de la bioimpresion aplicada a la
medicina.
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A partir del aiio 2019 se produce un descenso en el nimero de articulos estudiados para esta review
debido a que no plantean descubrimientos relevantes. Ademas, debido a la pandemia producida
por el SARS-CoV-2, a partir del aflo 2020 observa un importante descenso en la publicacion de
articulos de investigacién propia, y un aumento considerable de articulos de revision.

A pesar de ello, en la figura 3-2 se puede observar una tendencia general ascendente en el nimero
de publicaciones importantes en funcién del avance de los afios.

1z

10

o

R o T - e e N L I T - T, R, T TR Y S
R e s . - - R L A
Figura 4-2: namero de publicaciones estudiadas por fecha de publicacion de las 119 publicaciones estudiadas.
2. Estudio de la bioimpresidn en el mundo

El analisis de los articulos en funcién del lugar de publicacion nos muestra que la mayoria de los
estudios se llevaron a cabo en Estados Unidos, seguido de China, Alemania y Reino Unido.

Este apartado pone de manifiesto que son los paises mds desarrollados los que lideran las
investigaciones en un campo tan importante como la bioimpresién.

-

Publications |
1 53

Figura 4-3: Mapa representativo del nimero de publicaciones por cada pais, en funcién de los 117 articulos
elegidos. Se pueden observar: Estados Unidos (53), China (8), Alemania (8), Reino Unido (8), Paises Bajos (7), Corea
del Sur (6), Japén (5), India (2), Israel (2), Beirut (1), Sudafrica (1), Canada (1), Qatar (1), Rusia (1), Australia (1),
Suecia (1), Bélgica (1), Francia (1), Irlanda (1), Italia (1), Tailandia (1), Taiwan (1), Letonia (1), Iran (1).
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3. Lineatemporal
a. Inicios de la bioimpresién

La bioimpresién 3D, que se puede definir como una técnica utilizada para imprimir células vivas en
un patron predisefiado [1], es una tecnologia innovadora que auln se encuentra en una etapa
incipiente.

Los primeros intentos por lograr el crecimiento celular sobre una superficie tridimensional
prefabricada, biodegradable y apta para su supervivencia comenzaron en el afio 1998, cuando se
modificé la superficie de polimeros biodegradables de acido polilactico (PLA) mediante el empleo
de poli-6xido de etileno (PEO) y poli-6xido de propileno (PPO) para lograr la adherencia a su
superficie de células hepaticas y fibroblastos [2].

Ese mismo ano, se estudid la supervivencia y funcidn de los hepatocitos en un nuevo scaffold de
polimero biodegradable sintético tridimensional, con una red intrinseca de canales interconectados
en condiciones de flujo continuo que permitian una adecuada difusién de oxigeno [3].

Es en el afio 1999 cuando se comienza a pensar en la idea de reemplazar 6rganos dafiados o
enfermos por tejidos artificiales provenientes de una combinacidon de células vivas y scaffolds
biocompatibles, gracias a esfuerzos multidisciplinares y a que existen cada vez mas herramientas
que permiten estudiar el control del comportamiento celular [4]. Durante el afio 2000 ya se
comienzan a idear metodologias de impresidn basadas en microposicionamientos 3D de alta
precision con jeringas que pueden depositar volimenes de hasta nanolitros [5].

En 2001 se demuestra la importancia de la determinacién de las organizaciones espaciales de la
superficie de los polimeros cuando van a ser modificados para ser empleados como scaffolds [6], asi
como la influencia de la porosidad y del tamafio de los poros en dichos scaffolds para una correcta
formacion de tejido [7].

A partir del aflo 2002 comenzaron los estudios sobre la fabricacidn célula a célula de un tejido vivo
mediante el empleo de pulsos laser de baja energia para lograr la construccion de tejidos 3D
complejos, como células vivas de mamiferos, proteinas activas, materiales de matriz extracelular o
materiales para scaffolds semirrigidos [8].

b. Despegue de la bioimpresién

En el afio 2003 se publica el primer articulo que unifica los conceptos de impresion de células capa
por capa sobre un gel termorreversible para formar érganos en 3D en el futuro, y que propone esta
metodologia como posible solucidn a la crisis de los trasplantes de érganos [9], para posteriormente
introducir, de la mano de los mismos investigadores, la posibilidad de emplear geles 3D
termosensibles para generar capas secuenciales para la impresion celular [10].

El concepto de bioimpresion aparece por primera vez en el afio 2004, cuando se llevé a cabo el
desarrollo de un sistema de 12 eyectores piezoeléctricos capaces de imprimir materiales biolégicos
mediante eyeccién de gotas en una plataforma XY que permitia la impresién de cualquier patrén
deseado [11].

Numerosos articulos sobre diferentes técnicas de impresion 3D aplicadas a materiales bioldgicos
fueron descritos a lo largo de ese afio [12]-[17]
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A partir de entonces se pudo observar que las células viables se podian imprimir utilizando algo tan
sencillo como las impresoras comerciales de inyeccién de tinta, donde multiples boquillas serian
capaces de crear estructuras arbitrarias conformadas por tipos de células mixtas [18].

Es en ese momento cuando la bioimpresién fue conformandose como una meta de investigacidn
gue cada vez cobraba mas importancia, hasta el punto de realizarse el Taller Internacional sobre
Bioimpresidn, Biodisefio y Bioensamblaje en la Universidad Médica de Carolina del Sur, dandose su
segunda edicion en el afio 2005 [19]. Se llevaron también a cabo diversos estudios para la realizacién
de scaffolds biocompatibles con la regeneracion de tejido éseo [20], [21].

La primera impresion asociada a la encapsulacién de células en hidrogeles se produjo en el afio
2006, mediante la bioimpresidn de células hepaticas para la realizacion de un modelo in vitro con
fines de estudios farmacocinéticos [22]

En ese mismo afio, se puede observar una creciente demanda de la posibilidad de ensamblar
diferentes materiales bioldgicos relevantes formando organizaciones jerarquicas tridimensionales
prescritas con el objetivo de recrear tejidos multicelulares y érganos, y se producen nuevos
desarrollos en procesos de transferencia de materiales en escalas de micrometros y nanémetros
[23].

Ademas, se celebra el Primer Simposio Anual de Bioimpresién de Charleston, organizado por el
Centro de Investigacién de Bioimpresion de la Universidad Médica de Carolina del Sur. En él se
demostrdé que, aunque aun quedan muchos desafios tecnolégicos, la bioimpresion de érganos es
una tecnologia factible que evoluciona rapidamente [24].

Durante el afilo 2007 se comenzaron a redactar articulos sobre el gran potencial de esta tecnologia
y sus posibilidades en la ingenieria de tejidos [25][26], ademds de celebrarse nuevos simposios al
respecto [27], mientras que en el afio 2008 ya se empieza a vislumbrar la importancia que cobra la
investigacidon de la regeneracién ésea usando la bioimpresidn debido a que aparecen multiples
estudios sobre ello y sobre el uso de la hidroxiapatita en los scaffolds [28]—[33].

En 2009 se consiguid desarrollar, mediante impresién 3D, un implante multifarmaco con isoniazida
y rifampicina de liberacién programada para tratar la tuberculosis dsea, lo cual implica otra
importante posibilidad de aplicacién para esta tecnologia [34].

También se realiza la impresion directa de células vivas en gel de alginato con un sistema de
impresion por inyeccién de tinta [35], y se logra la recreacién de injertos de piel mediante la
impresidon de precursores de hidrogel de colageno, fibroblastos y queratinocitos [36].

Aparecen las tintas fotopolimerizables [37], [38], y se logra la bioimpresién de microvasculatura [39]
y también de tejido vascular sin empleo de scaffolds [40].

Alo largo del afno 2010 se continla el desarrollo de la impresién laser de alto rendimiento de células
y biomateriales [41], y se establece el empleo de hidrogeles como el material preciso para el futuro
desarrollo de técnicas de biofabricacion directa [42], [43].

Se logra la biofabricacién de un andlogo tridimensional de tejido hepatico a microescala para evaluar
perfiles farmacocinéticos [44].
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En 2011 se desarrolld una bioimpresora bastante parecida a las actuales de inyeccién, ya que su
mecanismo se basaba en la inyeccidn de tinta a medida capa por capa a partir de datos de imagenes
complejas, pudiendo imitar mucho mejor la conformacion de las estructuras tisulares [45].

En el afio 2012 se estudia la posibilidad de emplear en bioimpresidn las células derivadas del liquido
amnidtico, con resultados bastante positivos en el tratamiento de heridas aumentando la tasa de
angiogénesis en comparacion con la aplicacion Unica de células mesenquimales o de gel de
fibrocolageno [46].

También se demuestra la gran importancia de dotar a los tejidos de ingenieria tridimensional de
canales vasculares perfundidos, solucionando el problema de necrosis nuclear al que se veian
sometidos los tejidos densamente poblados que carecian de los mismos [47].

Comienza a descubrirse la importancia de dopantes en hidrogeles, como pueden ser la silice y el
oxido de zinc en los scaffold de fosfato tricdlcico, lo cual permite una proliferacién celular mas rapida
gue en los scaffold de fosfato tricalcico puro [48].

Ademas, se comprueba la posibilidad de impresion de tejido cardiaco con una combinacion de
biomateriales y células progenitoras de cardiomiocitos, con buenos resultados [49], asi como la
impresion 3D de una valvula adrtica [50].

c. Primeros logros de la bioimpresién

En el afo 2013 se logrd la creacién de una férula bioabsorbible para via aérea para tratar la
tragueobroncomalacia que sufren algunos recién nacidos y les dificulta la respiracion [51].

Se pudo comprobar también la viabilidad de fabricacién de construcciones complejas de tejidos
heterogéneos que contienen multiples tipos de células utilizando tecnologias de impresiéon por
inyeccion de tinta [52], y respecto a la bioimpresidn asistida por laser, se logrd la impresién 3D
exitosa de una construccion celular con posterior formacion de tejido in vivo para la creaciéon de un
tejido como la piel, que consta de diferentes tipos de células formando un patrén complejo [53].

Un hito muy importante fue la bioimpresidon de una valvula adrtica heterogénea a través de
hidrogeles de alginato y gelatina, demostrando que los conductos de hidrogel de valvula adrtica
anatémicamente complejos y heterogéneamente encapsulados se pueden fabricar con
bioimpresién 3D [54]. Comienza a descubrirse el potencial real de los hidrogeles en el campo de la
bioimpresién, cobrando importancia el empleo de la gelatina metacrilatada (GelMA), que en
exposicién a la luz UV es capaz de aumentar su rigidez y las propiedades de hinchamiento,
atribuyendo mejores propiedades mecdnicas a la impresién [55].

Ademas, se logra la reproduccion de una oreja humana mediante la impresidon 3D de una matriz de
hidrogel sembrada de células con una antena de bobina inductiva en su interior, lo cual proporciona
capacidad de recepcién de radiofrecuencia. Esto supone un gran avance en el desarrollo de tejidos
bidnicos y érganos [56].

En el afio 2014 se logra desarrollar un método de impresidn para construir canales vasculares en el
interior de las estructuras impresas que permite mantener la viabilidad celular en tejidos mas
gruesos, permitiendo su crecimiento y maduracion tras la impresién [57]-[59].
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También se empezaron a llevar a cabo recreaciones de tumores para su estudio, como la impresién
3D de células Hela para asi poder obtener un modelo de tumor cervical in vitro [60], y se demuestra
gue la presién y la forma de la aguja a la hora de bioimprimir afectan a la viabilidad celular [61].

Debido a la complejidad que presenta la composicidon de la matriz extracelular y de la gran funcién
gue cumple en el desarrollo y supervivencia celular, se empezaron a crear biotintas formadas de
matriz extracelular descelularizada, siendo mas especificas para cada tejido [62].

d. Avances: hacia la bioimpresién 4D

Durante el 2015 se demuestra que el refuerzo de los hidrogeles blandos con redes de microfibras
de alta porosidad es capaz de aproximar la rigidez y elasticidad de la impresion a la del tejido del
cartilago articular, ofreciendo una base para reproducir construcciones de tejido con compatibilidad
bioldgica y mecanica [63].

De la misma manera, se estudié que una biotinta que incluia grafeno en su composicidon era
adecuada para la adhesién, viabilidad, proliferacién y diferenciacién de células mesenquimales a
tejido neurolégico debido a su alta capacidad de conductividad [64].

Se vio la posibilidad del empleo de la biotinta de alginato con nanocelulosa, la cual posee unas
excelentes propiedades de adelgazamiento por cizallamiento, como matriz para la impresion de
tejido cartilaginoso [65], y para la impresidn de este mismo tejido se desarrollé también otra biotinta
compuesta de polietilenglicol, alginato de sodio y nanoarcilla que poseia una alta resistencia y
viabilidad celular [66].

Un gran avance fue lograr la bioimpresion de células neuronales primarias encapsuladas
conformando unas estructuras similares al cerebro mediante el empleo de goma gellan como
biotinta [67], y comienzan a tener cada vez mas relevancia los hidrogeles con propiedades
mecanicas ajustables a través de la irradiacidn con luz [68].

Durante el 2016 se desarrolla una impresora integrada de érganos y tejidos, capaz de fabricar
construcciones de tejidos estables a escala humana de cualquier forma, a través de la impresién de
hidrogeles cargados de células junto con polimeros biodegradables [69], y en general se perfecciona
cada vez mas la impresién de tejidos complejos con buena vascularizacion [70], [71].

Toman importancia la combinacién de diferentes hidrogeles, para lograr optimizar al maximo las
propiedades de la estructura impresa [72].

Se logra el desarrollo de un modelo hepatico biomimético en 3D que imita la caracteristica
organizacién morfolégica de las células del higado para ser empleado en reproducciéon de
enfermedades y deteccién temprana de farmacos [73].

Se logré un método de bioimpresion para crear tubulos proximales renales humanos en 3D in vitro
gue estan completamente incrustados dentro de una matriz extracelular y alojados en chips de
tejido perfundibles, lo que les permite mantenerse durante mas de dos meses [74], [75].

Se estudia el empleo de ondas de sonido a modo de “pinzas acusticas” para la manipulacion precisa
y no invasiva de células tanto individuales como en conjunto, con el fin de crear estructuras 2Dy 3D
[76].
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En el afno 2017 comienzan a realizarse controles in vivo de los tejidos bioimprimidos mediante el
empleo de sensores, como es por ejemplo la lectura electrénica no invasiva de las tensiones
contractiles y las respuestas a medicamentos de los tejidos cardiacos [77].

Se mejora la calidad de impresidn del tejido cardiaco al prevascularizarlo antes de su implantacidn,
consiguiendo una rdpida vascularizacion tras su aplicacién en forma de parche en el tejido afectado,
y permitiendo reparar zonas infartadas [78].

Se logra el desarrollo de una técnica que permite realizar andamios morfoldgica y estructuralmente
muy similares a la matriz extracelular mediante la autoaglomeracion inducida térmicamente de
nanofibras, electrohilando PLA y nanofibras de PCL [79].

Ademas, se comprueba la importancia de la geometria de los poros y el efecto que tienen sobre el
comportamiento y la funcién de las células, llegando a conseguirse mediante scaffolds de 30° y 60°
la restauracion de tejido ovarico en ratones esterilizados, los cuales lograron tener descendencia
por apareamiento natural [80].

La posibilidad de imprimir componentes vivos funcionales con bacterias permite obtener materiales
gue pueden realizar diferentes funciones, como es el caso de la impresiéon 3D de biotintas con
Acetobacter xylinum y Pseudomonas putida, capaces de producir celulosa de uso médico y degradar
contaminantes respectivamente al mismo tiempo [81].

Es importante destacar el desarrollo de una glandula tiroides funcional de ratén capaz de normalizar
los niveles de tiroxina en la sangre y de regular la temperatura corporal tras su injerto [82].

En el afio 2018 continua el perfeccionamiento de la bioimpresiéon de materiales destinados a la
regeneraciéon osea [83], y el estudio de las posibles combinaciones de hidrogeles y de sus
pardmetros de impresién para obtener los mejores resultados posibles [84], [85].

Continua el estudio del microambiente tumoral y su papel en la comunicacion celular en el
desarrollo del cdncer, para poder recrear de la manera mas fidedigna posible este tipo de tejido
mediante tecnologias de bioimpresién, y asi lograr ensayos mas especificos y realistas que permitan
combatir la enfermedad [86].

Se consiguid la bioimpresién de un modelo de piel humana de un espesor completo, gracias al
empleo de biotintas compuestas de matriz extracelular derivadas de la piel [87].

Nuevos estudios sobre el empleo del grafeno en la impresion 3D de tejido neuronal demostraron
gue promovia el crecimiento axonal y la remielinizacidn tras una lesiéon en un nervio periférico,
teniendo un gran potencial en aplicaciones preclinicas y clinicas [88].

Ademas, comienza la investigacion sobre la posibilidad de producir protesis corneales listas para
trasplantar, y, aunque aun no se ha conseguido una estructura final adecuada, si que se ha logrado
una alta viabilidad celular de los queratocitos bioimpresos [89].

La bioimpresién de oligodendrocitos junto con células progenitoras neuronales espinales, impresas
de una forma precisa y concreta, abriendo una puerta a la reconstruccion de conexiones axonales
funcionales en areas de dafio tisular del sistema nervioso central [90].
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En el afio 2019 se descubre que el control de la gelificacién impulsada por el pH proporciona una
resolucidn de filamento de 20 micrometros, una microestructura porosa que permite una rapida
infiltracién celular y microvascularizacion, y resistencia mecdanica para la fabricacién y perfusion de
vasculatura en la regeneracion del tejido cardiaco [91]. Se logra también la impresidn de corazones
humanos celularizados con una arquitectura natural gracias a la reprogramacion de células para su
diferenciacién en cardiomiocitos y células endoteliales [92].

La impresién 3D de las estructuras del sistema nervioso central, dificil de conseguir debido a la gran
complejidad de este, se hace posible a pequefia escala gracias a la impresidn de proyeccidn continua
a microescala. Con estos scaffolds biomiméticos se logra la regeneracidon de axones dafiados de la
médula espinal de ratones, los cuales hacen sinapsis con las células progenitoras neurales del
scaffold [93].

Se produce el desarrollo del “tumor-on-a-chip”, donde la reconstruccién de un tumor de
glioblastoma a partir de células derivadas de un paciente reproduce la estructura, bioquimica y
propiedades biofisicas del tumor nativo, pudiendo ser util para la identificacién de tratamientos
efectivos [94].

Se desarrolla una bioimpresora de piel in situ, donde de imprimen las diferentes capas de piel
directamente sobre el paciente, obteniendo como resultado un cierre rapido de la herida, una
contraccion reducida y una reepitelizacion acelerada [95].

Se demuestra que la impresion de scaffolds de matriz extracelular de cartilago, GeIMA y exosomas
derivados de células madre mesenquimales pueden ser un tratamiento eficaz contra la osteoartritis
al regular la funcién mitocondrial que causa la enfermedad y facilitar la regeneracidn del cartilago
[96].

Ademas, se descubre que gracias al disefio de musculos biomiméticos creados a base impresién 3D
con células y biotintas derivadas de tejidos se puede mejorar el tratamiento de la pérdida
volumétrica de masa muscular irrecuperable [97].

Alo largo del afio 2020 se pudo observar una elevada ausencia de trabajos de investigacidn original,
siendo la mayoria de ellos articulos de revisién.

Empiezan a realizarse reviews sobre la bioimpresion 4D, la cual integra el concepto de tiempo
dentro de la tecnologia de bioimpresién 3D tradicional como la cuarta dimension y facilita la
fabricacion de arquitecturas bioldgicas funcionales y complejas [98]. Esto es posible gracias a que
dichas estructuras impresas en 3D son capaces de producir cambios en su estructura tras recibir un
determinado estimulo.

También comienza a haber mds revisiones sobre la bioimpresién en el estudio del complejo
microambiente tumoral, entendiendo mejor su funcionalidad con vistas a tratamientos
personalizados para cada paciente [99], [100].

Se plantea por primera vez el uso de compuestos poloxameros en la bioimpresion debido a sus
propiedades de bioactividad, autoensamblaje dependiente de temperatura, comportamiento
termorreversible y propiedades fisicoquimicas, las cuales los convierten en portadores de farmacos
prometedores y buenos imitadores de varios tipos de tejido [101].
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Se logra la impresién de un menisco preparado para su implantaciéon[102].

A lo largo de los afos 2021 y 2022 de nuevo abunda la publicacién de reviews y de estudios sobre
el empleo de matriz celular descelularizada en bioimpresién. Se observa un elevado numero de
articulos encaminados a la caracterizacién de los hidrogeles, impresiones de pequefias partes de
6rganos que cada vez, gracias a todos los avances realizados cada afio, comienzan a ser mas
funcionales, y, sobre todo, de pequeiias adiciones, modificaciones o cambios en los materiales para
realizar una bioimpresidn lo mas similar posible a las estructuras bioldgicas reales.

Muchos de los estudios anteriormente nombrados contintan llevandose a cabo y evolucionando,
dando lugar al desarrollo de nuevos protocolos con cambios importantes que nos acercan cada vez
mas a la realidad de emplear la bioimpresién en la medicina de forma rutinaria.

Beginnings of Development of First achievements of Towards 4D

bioprinting bioprinting Bioprinting Bioprinting

Figura 4-4: Hitos relevantes en la evolucion de la bioimpresion. 1998: crecimiento celular sobre estructura
tridimensional prefabricada. 2000: metodologias basadas en nanodeposiciones con jeringuillas. 2003:
planteamiento de la union de células con hidrogeles para formar 6rganos. 2004: aparicion del término

“bioimpresion”. 2006: encapsulacion de células en hidrogeles. 2009: unidn de farmacos y bioimpresion. 2012:
bioimpresion de tejido cardiaco. 2013: bioimpresion de oreja humana con bobina. 2014: bioimpresion con células
Hela para estudios tumorales. 2015: bioimpresion de estructuras similares al cerebro con neuronas primarias
encapsuladas. 2016: desarrollo de bioimpresora integrada de 6rganos y tejidos. 2017: bioimpresién de glandula
tiroides y tejido ovarico funcionales en ratones. 2019: bioimpresién de scaffolds biomiméticos que permiten la
regeneracion de axones daiiados de la médula espinal de ratones. 2020: comienzo de la bioimpresién 4D, gracias a
la cual los elementos bioimpresos pueden cambiar tras reaccionar con el entorno. Fuente propia.

4. Principales aplicaciones de la bioimpresion
a. Regeneracidn de tejidos

El bajo nivel de donantes de érganos y tejidos a nivel mundial es un problema que se debe abordar,
ya que por un lado hay que hacer frente a la alta demanda de dichos érganos y tejidos que existe y
por otro a la necesidad del empleo de inmunosupresores durante largo tiempo tras la implantacion
de estos [103].
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Por ello, se plantea cada vez mds el uso de la bioimpresion como posible solucién a dichos
problemas, gracias a la cual los trasplantes son creados a partir de las células del propio paciente,
esquivando la posible ausencia de donante o evitando el empleo de diferentes sustancias
inmunosupresoras con efectos secundarios negativos.

Para lograr la creacién de estos tejidos, la bioimpresién se basa en tres enfoques centrales: la
biomimética, el autoensamblaje auténomo y los bloques de construccién de mini tejido [104].

- Biomimetismo: implica la fabricacién de reproducciones idénticas de los componentes
celulares y extracelulares de un tejido u érgano [105].

- Autoensamblaje autonomo: el autoensamblaje auténomo se basa en la célula como
principal impulsor de la histogénesis, dirigiendo la composicién, localizacién, propiedades
funcionales y estructurales del tejido [106].

- Bloques de construccidon de mini tejido: se pueden definir como el componente estructural
y funcional mas pequefio de un tejido. Hay dos estrategias principales: primero, las esferas
celulares autoensambladas (similares a los minitejidos) se ensamblan en un macrotejido
utilizando un disefo y una organizacion inspirados en la biologia [107]. En segundo lugar, se
disefian reproducciones precisas y de alta resolucién de una unidad de tejido y luego se les
permite autoensamblarse en un macrotejido funcional. Ejemplos de estos enfoques incluyen
el autoensamblaje de bloques de construccidn vascular para formar redes vasculares
ramificadas [108].

Para lograr llevar a cabo la reproduccién de los diferentes tejidos u érganos a desarrollar es esencial
conocer a la perfeccion la organizacién e interaccidon de sus componentes. Gracias a la tecnologia
de imagen médica se obtiene informacidn de la estructura en 3D y de su funcionamiento a nivel
celular, tisular, como 6rgano y como organismo.

Estos conocimientos ayudan a determinar los parametros y condiciones dptimos para bioimprimir
cada tipo de tejido y que sobreviva realizando sus funciones, facilitando cada vez mas la posibilidad
de recrear a la perfeccion el tejido que se pretende imitar con vistas a su posible implantacién en el
organismo.

b. Estudios farmacocinéticos

El proceso de fabricacién de los farmacos puede llegar a ser muy largo, ya que desde su estudio en
el laboratorio hasta su explotacidn comercial existen multiples pasos que retrasan su salida al
mercado y encarecen el proceso.

La impresion 3D y las técnicas de alto rendimiento no solo mejoraron el modelo del producto, sino
gue también redujeron el tiempo de fabricacién, el costo de produccién y su llegada a tiempo al
mercado [109].

Esto se ha conseguido gracias a la inclusion de modelos de tejido bioimpreso en 3D para pruebas de
drogas de alto rendimiento [110].

Dichos tejidos bioimpresos en 3D permiten una recreacién lo mas fidedigna posible del 6rgano diana
en el cual van a actuar los farmacos, simulando in vitro la respuesta a la administracion de estos
medicamentos y pudiendo evaluar con mayor rapidez los resultados obtenidos. A través de la
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integracion de modelos de cultivo celular 3D in vitro con lineas celulares, se han lanzado diferentes
avances como dispositivos de microfluidos y tejidos y drganos en un chip para recapitular las
propiedades y funciones bioldgicas de los tejidos nativos, érganos y circulacion humanos [111].

c. Estudio de enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas se han tratado tradicionalmente mediante el empleo de antibiéticos,
antifungicos y antivirales, cuando el sistema inmunitario del huésped era insuficiente para combatir
la infeccion por si solo.

Por ello, comprender cdmo es la respuesta del huésped a la entrada de patdgenos, asi como las
diferentes interacciones que suceden entre ambos, es clave para lograr el correcto disefio y
desarrollo de farmacos eficaces.

Tradicionalmente se han empleado cultivos 2D para poder comprender la interaccién huésped-
patdgeno, pero en ellos las células no se encuentran expuestas a las mismas condiciones que en el
organismo, y los estudios realizados en ellas, aunque utiles y absolutamente necesarios, no
representan fielmente los procesos que se llevan a cabo en los tejidos in vivo [112].

Por ello, los modelos 3D pueden servir como mejor plataforma para el desarrollo de medicamentos
y vacunas [113], ya que imitan el microambiente que se produce en el organismo mejor que los
sistemas de cultivo 2D.

Un claro ejemplo de la utilidad de la bioimpresion contra las enfermedades infecciosas es la
recreacion de tejido respiratorio humano para estudiar la infeccion por SARS-CoV-2 y probar
posibles medicamentos antivirales [114].

Gracias a ello, se descubrié mediante el empleo de organoides pulmonares y coldnicos que no sélo
las células del tracto respiratorio expresan el receptor ACE2, sino que varios tipos de células del
colon también, siendo ambas permisivas para la entrada del virus [115].

Ademads, gracias a estos modelos, se descubrid la utilidad de varios farmacos ya existentes en la
reduccion de la infeccién por SARS-CoV-2 [115], mientras que se pudo ir desarrollando al mismo
tiempo el primer farmaco aprobado para el tratamiento de la COVID-19 [116].

d. Estudios tumorales

Aligual que ocurre en los estudios farmacocinéticos, la impresién de tejidos con ingenieria 3D puede
ser de gran ayuda a la hora de combatir el cancer.

A la hora de estudiar diferentes tumores, las estrategias empleadas en la actualidad pueden ver su
eficiencia limitada, ya que, durante su estudio in vitro, las células podrian volverse inactivas o incluso
adquirir nuevas mutaciones mientras crecen en el laboratorio [117].

En la actualidad, el proceso preclinico realizado para el desarrollo de farmacos se lleva a cabo
evaluando in vitro la toxicidad o eficacia del farmaco a probar en un cultivo 2D seguido de estudios
animales. Este tipo de cultivos, a pesar del gran valor que poseen en la investigacion médica, no son
compatibles con la arquitectura en tres dimensiones que posee el tejido tumoral en el cuerpo
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humano, y no mantienen las diferentes funciones de los multiples tipos de células que desempeian
un papel importante en la progresién de la enfermedad [118].

Por ello, la mejor opcidn para el desarrollo de terapias antitumorales es el empleo de la tecnologia
de la bioimpresién 3D, gracias a la cual es posible desarrollar las condiciones a las cuales se
encuentran expuestas las células en los tumores, como la presion hidrostatica, el esfuerzo de cizalla
y la tension y fuerzas de compresion, las cuales desempeian funciones importantes en la regulaciéon
del comportamiento tisular y celular [119].

e. Lineas futuras

Uno de los grandes retos de la bioimpresién es asentarse como herramienta rutinaria en el campo
de la medicina. En la actualidad, los estudios mas relevantes son los relacionados con la
regeneraciéon de o6rganos y tejidos, siendo necesarias muchas investigaciones para lograr
bioimprimir érganos completos y funcionales listos para su trasplante en pacientes reales. Se ha
logrado ya la bioimpresién y posterior implantacion en modelos animales de tejidos mas sencillos,
aunque queda mucho por investigar para lograr la correcta bioimpresién de tejidos mas complejos.

Aun asi, ya se ha comenzado a estudiar el siguiente paso: la bioimpresién 4D. La bioimpresion 4D
consiste en la creacidn de estructuras tridimensionales que son capaces de responder a un estimulo
cambiando de forma, color o funcidn, entre otros cambios. Esto es de especial interés en la medicina
debido a que estas estructuras podrian formar parte de implantes ortopédicos inteligentes, de
métodos que administren farmacos de forma dirigida o de scaffolds inteligentes en ingenieria de
tejidos. Esta es la nueva linea de investigacién de la bioimpresidén, que supondra grandes avances
en la ingenieria biomédica y aportara resultados para problemas actuales sin solucion.

A pesar de los grandes avances realizados, los problemas a los que se enfrenta la bioimpresiéon son
el elevado tiempo de procesamiento de las estructuras generadas, las cuales tardan en imprimirse
y posteriormente deben mantenerse en unas condiciones muy especificas para tratar de lograr
supervivencia celular e integridad estructural, y la incapacidad de crear directamente estructuras
dindmicas que se parezcan mas a los tejidos vivos del cuerpo, los cuales presentan grandes
complejidades.

Es por ello que, ademas, se prevé la investigacion continuada de los diferentes hidrogeles
disponibles, de nuevas formulaciones y de las condiciones en las cuales se debe utilizar cada uno,
para asegurar las condiciones que mejor aunen buenas propiedades mecanicas con alta viabilidad
celular. En un futuro estos descubrimientos permitirdn disminuir el tiempo de impresién al mismo
tiempo que se aumenta la viabilidad celular, ademas de lograr la similitud de los tejidos bioimpresos
con los tejidos reales del organismo.

La bioimpresién 4D es la herramienta que, gracias a la mejora de los hidrogeles y sus condiciones
de impresién, podria lograr ese aumento de funcionalidad de los tejidos bioimpresos al permitir la
produccion de cambios en los mismos como respuesta a estimulos externos.

4.1.2 Conclusiones

La bioimpresion es una herramienta con un desarrollo exponencial, en la que cada dia que pasa se
realizan nuevos e importantes descubrimientos. Dando sus primeros pasos en 1998 sin haber
recibido alin ese nombre, y con la publicacién de muy pocos articulos durante los afios posteriores,
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ha ido despertando poco a poco el interés de la comunidad cientifica hasta el punto de contar con
mas de 1,000 publicaciones cada uno de los dos ultimos afios.

Se ha podido observar que, en cuestidon de pocos afios, ha sufrido una enorme evolucidon que se
mantendra al alza debido a los grandes beneficios que se estdn obteniendo gracias a su uso, y se
prevé su empleo en regeneracion médica de forma rutinaria en centros hospitalarios y laboratorios.

Tras haber podido observar éxitos como la reconstruccion de tejidos in situ sobre el propio paciente
obteniendo resultados excelentes en la regeneracién de la piel [95], la reconstruccién de tejido
ovarico que permite la gestacion de descendencia de forma natural [80], la reconstruccion de una
glandula tiroides capaz de normalizar los niveles de tiroxina en la sangre [82] o la regeneracion de
axones daflados de una médula espinal [93] solo cabe esperar que la evolucidn de la bioimpresién
traiga finalmente terapias como la generacién completa de érganos para trasplantes autdlogos y
soluciones a diferentes enfermedades que hoy en dia carecen de cura.

Es por ello por lo que la bioimpresién supone una revolucion en la medicina moderna gracias a los
avances actuales y futuros, teniendo en cuenta las aplicaciones que aun quedan por descubrir.
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Resumen

La bioimpresidon es una herramienta en auge que promete ofrecer importantes resultados en
campos como la ciencia, la medicina y la biotecnologia. Encaminada mayormente al empleo en
medicina, concretamente en la regeneracion de érganos y tejidos y en el estudio de enfermedades,
son muchos los estudios que hay que llevar a cabo para lograr su normal implantacion en centros
hospitalarios y laboratorios clinicos, ya que aln se encuentra en una etapa incipiente.

Son muchos los descubrimientos que han llevado a la bioimpresién a conseguir los avances actuales.
Logrando sus primeros resultados en la década de los 90, con el crecimiento celular sobre una
superficie tridimensional prefabricada, biodegradable y apta para la supervivencia celular, la
bioimpresién ha vivido, poco a poco, una gran evolucién con el paso de los afios, siendo a partir de
la década del 2010 cuando se empiezan a lograr los resultados mds prometedores.

Desde férulas bioabsorbibles hasta valvulas adrticas heterogéneas, canales vasculares, diferentes
tipos de tejidos, glandulas tiroides y tejido ovarico funcionales, y reconstrucciones de tumores
(tumor-on-a-chip) para facilitar y optimizar el estudio de tratamientos efectivos, las posibilidades de
la bioimpresidn aumentan cada afio gracias a las nuevas investigaciones.

Beginnings of Development of First achievements of Towards 4D

bioprinting bioprinting Bioprinting Bioprinting

Figura 4-5: Hitos relevantes en la evoluciéon de la bioimpresion. 1998: crecimiento celular sobre estructura
tridimensional prefabricada. 2000: metodologias basadas en nanodeposiciones con jeringuillas. 2003: planteamiento
de la unién de células con hidrogeles para formar érganos. 2004: aparicion del término “bioimpresion”. 2006:
encapsulacion de células en hidrogeles. 2009: unién de farmacos y bioimpresion. 2012: bioimpresion de tejido
cardiaco. 2013: bioimpresion de oreja humana con bobina. 2014: bioimpresion con células Hela para estudios
tumorales. 2015: bioimpresion de estructuras similares al cerebro con neuronas primarias encapsuladas. 2016:
desarrollo de bioimpresora integrada de drganos y tejidos. 2017: bioimpresion de glandula tiroides y tejido ovarico
funcionales en ratones. 2019: bioimpresion de scaffolds biomiméticos que permiten la regeneracion de axones
dafiados de la médula espinal de ratones. 2020: comienzo de la bioimpresion 4D, gracias a la cual los elementos
bioimpresos pueden cambiar tras reaccionar con el entorno. Fuente propia.
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Para lograr todo este avance ha sido necesario el estudio no sélo de métodos de bioimpresion y del
desarrollo de nuevas bioimpresoras, sino también de los hidrogeles que conforman las biotintas
cargadas de material celular. Estos hidrogeles son la matriz que va a mantener la integridad de la
estructura bioimpresa al mismo tiempo que va a provocar el menor dafio posible a las células
durante y después de la bioimpresidon, ademas de permitir la angiogénesis y el intercambio de
sustancias para asegurar la proliferaciéon y mantenimiento celular.

Es por ello por lo que, conocer las caracteristicas de los hidrogeles que conforman las biotintas y la
forma de emplearlos, es esencial para obtener una vista general de su funcionamiento y sus
posibilidades. Asi, en este capitulo, se estudian las caracteristicas, propiedades reolégicas,
composicion, tipos de biotinta y formas de reticulacidon de los hidrogeles, junto con las diferentes
tecnologias de biofabricacidon existentes.

Todo ello nos permitira comprender la complejidad de estos compuestos y la necesidad de seguir
estudidndolos, de investigar nuevas combinaciones y de incorporar nuevos aditivos que mejoren
sus propiedades estructurales, de viabilidad y de mimetizacién de tejidos del cuerpo humano para
su uso clinico 6ptimo.

4.2.1 Caracteristicas de los hidrogeles

La ingenieria de tejidos juega un papel fundamental en la evolucién de la medicina. Se encarga del
estudio de la regeneracidn, reparacion o construccién de tejidos u érganos funcionales similares a
los 6rganos humanos.

El avance de la ingenieria de tejidos a lo largo de los afios, junto con las tecnologias de impresién
3D, ha hecho posible el desarrollo de la bioimpresidn. La bioimpresiéon se define como la fabricacién
de estructuras tridimensionales compuestas de materiales bioldgicos. Para ello, emplea hidrogeles
como matriz de impresién debido a que poseen las cualidades mecénicas y de biocompatibilidad
necesarias para llevar a cabo el proceso de generacién de tejidos y érganos con una organizacién
parecida a los presentes en el cuerpo humano.

Los hidrogeles se definen como polimeros hidrofilicos y reticulados, que pueden absorber e
hincharse en agua y biofluidos, y transformarse en redes 3D insolubles [1], pudiendo absorber hasta
mil veces su peso seco en agua [2]. Se componen de materiales sintéticos, naturales o
semisintéticos/hibridos, y pueden emplearse tanto para realizar una construccidn bioldgica de
ingenieria celular (por ejemplo, medio sintético/medio bioldgico) y reconstruir un elemento dafiado
de un organismo o para simular la fisiopatologia de un tejido y estudiar los procesos moleculares
gue hay detras.

La estructura que poseen los hidrogeles es debida a la formacidn de una red insoluble en el biofluido
gue los conforman, a través de un proceso de reticulacién. Dicho proceso de reticulacidn es el que
confiere propiedades elasticas al hidrogel cuando es sometido a tensiones (durante la
bioimpresién). Dentro del entorno acuoso en el cual se forma la red, se mantiene un equilibrio entre
las fuerzas osméticas del liquido y las fuerzas elasticas del polimero reticulado, y son la composicidon
de la estructura quimica y la densidad de reticulacién los que definen la velocidad de hinchamiento
y la permeabilidad de la estructura [1]. Son capaces de absorber una cantidad de agua equivalente
a entre 10 y 1000 veces su peso en seco [3].
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Water network

Before crosslinking After crosslinking

Figura 4-6: Proceso de reticulacion de un hidrogel. Fuente propia.

Estas propiedades confieren a la estructura formada gran elasticidad y capacidad de retencién de
agua, lo cual permite su uso en diferentes aplicaciones biomédicas debido a su semejanza con los
tejidos bioldgicos. Para que un hidrogel pueda ser considerado apto para su empleo debe ser
compatible con el material bioldgico que va a portar, y debe poder adquirir una estructura que se
ajuste al tejido que pretende imitar.

Los hidrogeles también deben mantener una estrecha proximidad a los tejidos con un efecto
adhesivo minimo. Ademas, las matrices sintéticas deben ser capaces de envolver las células y
promover la proliferacion celular sin dafiarlas bajo el efecto de la presidn osmética. Por lo tanto, las
matrices sintéticas deben ser altamente porosas para promover la difusién de nutrientes y
metabolitos entre las células y el entorno circundante [4].

4.2.2 Propiedades reologicas de los hidrogeles

Las propiedades reoldgicas de las biotintas influyen en gran medida en la integridad y fidelidad de
la estructura impresa y en la viabilidad de las células. Las principales propiedades reolégicas que
afectan a las caracteristicas finales de los tejidos bioimpresos en 3D y de las construcciones
bioldgicas incluyen el comportamiento de flujo, la viscosidad, la tensién de cizallamiento y la
viscoelasticidad [5].

e Comportamiento del flujo: indica la resistencia a la deformacidén por cizallamiento de un fluido.
Se caracteriza por la interaccidén entre la viscosidad y la tasa de cizallamiento. Segun este flujo, el
comportamiento se clasifica generalmente como newtoniano o no newtoniano [6]. Las biotintas
basadas en hidrogeles presentan un comportamiento preferiblemente no newtoniano ademas de
adelgazamiento por cizallamiento, para fluir sin problemas y evitar la obstruccién de la boquilla de
la bioimpresora. Ademas, esas caracteristicas mejoran la fidelidad de la impresiéon y la estabilidad
de las estructuras bioimpresas en 3D [6].

e Viscosidad: en las biotintas, una mayor viscosidad implica una mejora de la estabilidad estructural,
al mismo tiempo que disminuye la viabilidad celular. Por el contrario, una menor viscosidad
disminuye la estabilidad estructural de la impresién mientras aumenta la viabilidad celular [1]. Una
viscosidad demasiado elevada puede causar oclusiones en la boquilla, por lo que hay que adecuar
la viscosidad de la biotinta a la forma y tamano de la boquilla y viceversa, teniendo en cuenta que
ajustando ambos pardmetros también se puede obtener una mayor viabilidad celular. En el caso de
las formulaciones de biotintas, la viscosidad puede controlarse regulando el peso molecular, la
concentracion de polimero, la masa de aditivos, la temperatura y la reticulacion previa [7].
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e Tension de cizallamiento: estd determinada por la viscosidad de la biotinta, e influye
negativamente sobre la viabilidad celular, ya que, a mayor tensién de cizallamiento, mayor tasa de
dafo celular se produce. La tensidn de cizallamiento actua en la pared del tubo durante el flujo para
oponerse a la fuerza impulsora debida a la presion. Lejos de la pared, la velocidad aumenta y las
capas mas rapidas aplican un esfuerzo cortante en las capas adyacentes mads lentas en un esfuerzo
por aumentar su velocidad. Al mismo tiempo, las capas mas lentas intentan retener a las capas mas
rapidas con una fuerza opuesta a la direccién del flujo a medida que los efectos de la friccion se
propagan a través del fluido [8].

@ Dead cell
® Stressed cell
@ Vviable cell

Static Bioprinting in
progress

Figura 4-7: Efecto del esfuerzo de cizalla durante la bioimpresion en las células. Fuente propia.

e Viscoelasticidad: es el comportamiento que presentan aquellos materiales con propiedades
viscosas y eldsticas cuando se deforman. Esta propiedad depende del tipo de hidrogel, su
concentracion y el método de reticulacién que se le aplica ya sea fisico o quimico, y afecta a la
proliferacién y diferenciacion celular. La viscoelasticidad se basa en la medida del médulo de
almacenamiento (parte elastica) y pérdida en forma de calor (parte viscosa) de energia almacenada.
De esta forma, un mddulo de almacenamiento alto da lugar a biotintas con mayor estabilidad
estructural mientras que un moddulo de pérdida mas alto dard lugar a biotintas con menor
estabilidad estructural [9]. Es necesario adaptar esta propiedad reoldgica a las necesidades de
bioimpresion.

4.2.3 Composicion de hidrogeles empleados en bioimpresion

La composicion de los hidrogeles empleados en bioimpresion puede ser la siguiente:
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¢ Los hidrogeles naturales se componen de biomateriales que tienen funciones inherentes dentro
del propio cuerpo humano, como pueden ser el coldgeno, la fibrina, el acido hialurénico (HA) o el
Matrigel®[10]. Son los mas adecuados para lograr una alta viabilidad celular inicial debido a que, al
derivar de los tejidos biolégicos, imitan mejor el microentorno natural del organismo, mejorando la
proliferacién y diferenciacidon de las células y replicando con mayor fidelidad aquellos procesos,
funciones y reacciones que se producen in vivo. A pesar de ello, pueden presentar algunos
problemas, ya que al provenir de tejidos biolégicos podrian ser inmunogénicos o portar virus y
enfermedades del donante al ser injertados.

e Los hidrogeles sintéticos estan compuestos de materiales como el polietilenglicol (PEG), acido
poliacrilico (PAA) o polihidroximetilmetacrilato (pHEMA), entre otros. Al igual que los naturales
poseen una alta biocompatibilidad, y pueden ser especialmente funcionalizados con grupos de
adhesion celular y factores de crecimiento, asi como modificados quimica y fisicamente con
moléculas bioactivas para mejorar el crecimiento [11]. Ademas, pueden funcionar como sustrato y
pueden personalizarse en funcion de los requerimientos para cada tipo de bioimpresion, logrando
mejores propiedades mecanicas y bioldgicas.

* Los hidrogeles semisintéticos/hibridos estan formados por hidrogeles naturales que han sido
modificados quimicamente o mezclados con polimeros sintéticos, adquiriendo nuevas propiedades
gue pueden resolver algunos de los problemas que pueden presentar los hidrogeles naturales, como
la debilidad estructural, una rdpida degradacion o la variabilidad de la fuente de origen [12]. Al
formar los hidrogeles naturales parte de su formulacion, pueden llegar a presentar los mismos
problemas de inmunogenicidad e incompatibilidad que éstos.

Ademads, el uso de biotintas que contengan otros biomateriales puede proporcionar un soporte
mecanico adicional para las células bioimpresas, ayudandolas a organizarse, migrar y diferenciarse
de forma auténoma para formar tejidos funcionales.

4.2.4 Tipos de biotintas basadas en hidrogeles

Existen numerosos tipos de hidrogeles que presentan buenas propiedades en bioimpresién debido
a sus caracteristicas de biocompatibilidad y e integracién celular. Ademas, las formas modificadas
de algunos de ellos permiten su reticulacion inmediata tras la exposicién a la luz UV, aumentando
su integridad estructural segun se produce la impresion.

Segln su composicidn, los hidrogeles se pueden clasificar de la siguiente manera:
e Biotintas basadas en proteinas:

- Colageno: es la principal proteina estructural de la matriz extracelular de las células de
mamiferos. Asi, el colageno posee propiedades fisicoquimicas similares a las de los tejidos,
junto con biocompatibilidad in vitro/in vivo, y se ha utilizado ampliamente en aplicaciones
biomédicas. El coldageno puede combinarse con alginato para su uso como biotinta
compuesta [13], y es capaz de mantener las comunicaciones intercelulares entre diferentes
tipos de células. Puede modificarse con grupos metacrilato fotopolimerizables para dar lugar
al ColMA, permitiendo asi su reticulacién fisica en presencia de luz UV.

- Gelatina: se produce por la desnaturalizacidon del coldgeno. Deriva de la piel, tendones o
huesos de los mamiferos, y tiene un bajo coste. Sus propiedades le confieren la capacidad
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de ser biocompatible, biodegradable y termosensible, pudiendo formar hidrogeles a bajas
temperaturas. Ademads, es posible realizar numerosos estudios variando su concentracioén, y
sus formas modificadas, que pueden ser reticuladas quimica o fisicamente, también se han
adaptado para la bioimpresion, como la gelatina metacrilato (GelMA) [14]. Este GelMA se
consigue mediante su modificacién con grupos metacrilato fotopolimerizables, permitiendo
una reticulacion covalente. La gelificacién fisica surge del ensamblaje de triples hélices
intermoleculares que poseen una estructura similar a la del coldgeno [15]. La gelatina puede
ser combinada con el alginato para mejorar las propiedades mecanicas de los tejidos blandos
bioimpreso. También puede combinarse con el acido hialurénico para crear estructuras mas
robustas.

- Fibrinégeno: es una glicoproteina grande, fibrosa y soluble que participa en la formacion de
coagulos sanguineos, donde se convierte en una molécula de fibrina insoluble por la
trombina en presencia de Ca?* a través de interacciones intermoleculares [16]. En ingenieria
de tejidos, es principalmente utilizada para la reconstruccién de tejidos dafados por su nula
inmunogenicidad y por su biocompatibilidad y biodegradabilidad, ademdas de inducir la
formacién de la matriz extracelular. Puede combinarse, por ejemplo, con el colageno para
mejorar las propiedades mecdanicas en la ingenieria tisular del cartilago o con el acido
hialurénico para formar redes vasculares [17].

- Seda: es un biomaterial con gran elasticidad y biodegradacion lenta, con baja
inmunogenicidad y biocompatibilidad, que tiene importantes aplicaciones en la ingenieria
de tejidos al utilizarse tradicionalmente como soporte para el crecimiento celular.

* Biotintas basadas en polisacdridos:

- Alginato: es un polisacdrido anidénico natural obtenido a partir de las algas pardas, y es muy
parecido a los glucosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular presente en el cuerpo
humano. Ademas, presenta biocompatibilidad, baja citotoxicidad, proceso de gelificacién
suave y bajo coste. Debido a su rapida gelificacion sin la formacién de subproductos dafiinos,
es ampliamente utilizada en bioimpresién como biotinta. La reticulacién fisica y solidificacion
del alginato se lleva a cabo facilmente mediante la adicién de cationes divalentes como el
Ca?* [18]. Es la biotinta mas utilizada debido a que su rapida gelificaciéon implica una buena
imprimibilidad, y se mezcla facilmente con otras biotintas o aditivos. A pesar de ello, como
el alginato es un material biolégicamente inerte, presenta baja fijacién celular, por lo que
debe ser modificado mediante un proceso de oxidacién y posterior adicién de péptidos RGD
para promover la adhesion celular [19].

- Goma gellan: es un polisacarido aniénico hidrofilico producido por bacterias, y utilizado en
la industria alimentaria y farmacéutica como agente gelificador. Al igual que el alginato,
forma un hidrogel a bajas temperaturas cuando se mezcla con cationes monovalentes o
divalentes. Se puede combinar con otras biotintas para aportar estabilidad mecanica a la
estructura bioimpresa, aumentando su viscosidad y no afectando negativamente a la
viabilidad celular.

- Acido hialurénico: es un glicosaminoglicano no sulfatado que se encuentra en la matriz
extracelular natural. Desempefia un papel importante en el liquido sinovial, el humor vitreo
y el cartilago hialino. Se trata de un polisacdrido adecuado para aquellas bioimpresiones que
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requieren de elevada viscosidad y buenas propiedades reoldgicas, ya que, a mayor peso
molecular y concentracién de acido hialurénico, mayor es la viscosidad [20]. Al igual que
ocurre con la gelatina y el colageno, puede modificarse mediante la adicion de grupos
metacrilato fotopolimerizables, obteniendo HAMA que puede reticularse en presencia de
luz UV.

- Dextrano: polisacadrido complejo natural hidrofilo que se sintetiza por bacterias acidoldacticas
a partir de la sacarosa, y que puede ser degradado por el cuerpo por las enzimas dextranasas,
por lo que es biodegradable [21]. La combinacién de hidrogeles de acido hialurdénico y
dextrano metacrilatado presentan caracteristicas viscoelasticas y pseudoplasticas como
biotintas y pueden utilizarse en diversas aplicaciones de bioimpresion.

- Agarosa: polisacarido extraido de las algas marinas con buenas propiedades gelificantes que
puede utilizarse para conformar biotintas en conjunto con otras biotintas.

- Quitosano: polisacarido que se obtiene de la desacetilacion de la quitina presente en
exoesqueletos de crustdceos e insectos y en hongos, algas verdes y levaduras. Posee
propiedades antimicrobianas y de cicatrizacidon de heridas, y puede combinarse con otras
biotintas, como por ejemplo con agarosa [22].

- Konjac: El glucomanano de konjac (KGM) es un polisacdrido natural que consta de  D-
glucosa y B-Dmanosa unidas por enlaces glucosidicos B-1,4 [23]. Las propiedades que hacen
gue sea apropiado para la bioimpresidon son su alta retencion de agua, alta viscosidad y facil
gelatinizacién. Se han encontrado pocos estudios en la bibliografia sobre este polisacarido y
su comportamiento durante los procesos de bioimpresién, por lo que es necesario realizar
mas investigaciones con diferentes concentraciones, combinaciones con otras biotintas y
diferentes parametros de bioimpresion.

e Biotintas basadas en matriz extracelular descelularizada (dECM):

- Matrigel: matriz compuesta a partir de la membrana basal solubilizada secretada por las
células de sarcoma de ratdn, rica en laminina y colageno IV, y empleada en el cultivo celular.
Sirve como matriz extracelular biomimética natural y se utiliza ampliamente en los cultivos
de células y tejidos, donde sufre reticulaciéon térmica a temperaturas mas altas [24]. Se
pueden afiadir otras biotintas, como el alginato, para mejorar su bioimprimibilidad, ademas
de otros factores de crecimiento y componentes que ayuden al crecimiento y proliferacién
celular. A pesar de que dicha combinacidn con otras biotintas puede resultar en propiedades
de bioimpresidn interesantes, su traslado al marco clinico puede verse limitado debido a su
procedencia de sarcoma de ratén.

* Biotintas basadas en polimeros sintéticos:

- PEG (polietilenglicol): es un polimero sintético sintetizado por oxidacion del éxido de
etileno, que no presenta inmunogenicidad ni citotoxicidad, es bioinerte, y que presenta unas
propiedades apropiadas para su uso en bioimpresiéon debido a que sus propiedades
mecanicas favorecen la integridad de las estructuras impresas. Al tratarse de un material
bioinerte las células no pueden adherirse con facilidad a su superficie, asi que para su
correcta utilizacién como biotinta debe mezclarse con otras que si sean bioldgicamente
activas. Se puede modificar el PEG para que contenga grupos reactivos (PEGX), para que sea
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fotorreticulable (PEGDA), y para que se pueda combinar con otros componentes como
gelatina, fibrindgeno, atelocoldgeno [7], o acido hialurdnico, entre otros.

- Pluronic (poloxamero): es un copolimero en bloque que consta de un bloque central de poli
(6xido de propileno) (PPO) flanqueado por bloques de poli (6xido de etileno) (PEO) [25]. Se
trata de un polimero termosensible que posee propiedades termogelificantes inversas
(gelifica con el aumento de la temperatura), lo que permite su facil manejo en estado liquido
y con alta viscosidad a bajas temperaturas para llevar a cabo su mezcla con el material celular
y los biopolimeros que se agregan para incorporar sefiales bioldgicas. Asi, la temperatura de
gelificacion depende de la concentracién y el tipo de Pluronic. Estos geles muestran un
comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento y una buena recuperacién de
cizallamiento, importantes para una buena precisién a la hora de imprimir. Puede ser
modificado para incluir en su estructura grupos fotorreticulables. El principal problema que
presenta el empleo de este compuesto como biotinta es que necesita de altas
concentraciones para producir la gelificacién y el comportamiento reolégico requeridos para
la bioimpresidn por extrusion, afectando negativamente a la viabilidad celular a largo plazo,
aunque durante un corto periodo de tiempo las células si pueden ser encapsuladas en altas
concentraciones de Pluronic sin ningln efecto perjudicial sobre su viabilidad [26].

4.2.5 Reticulacion de los hidrogeles

Cuando los hidrogeles empleados en bioimpresién no poseen de por si las caracteristicas fisicas
necesarias para alcanzar los requerimientos de la pieza que se trata de reproducir, hay que emplear
compuestos que permitan su reticulaciéon para una mayor estabilidad estructural. Para ello, se
pueden emplear tanto modificaciones quimicas como fisicas para inducir la gelificacidn, siempre
gue las células encapsuladas sobrevivan y proliferen después.

Hydrogel degradation and

I . ,
Cells extracellular matrix generation

Hydrogel Hydrogel crosslinking

with cells

Figura 4-8: Proceso de reticulacion de los hidrogeles junto con las células para la posterior formacion de tejido.
Fuente propia.
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La reticulacion en los hidrogeles puede producirse de forma fisica o quimica. En los geles activados
fisicamente, la luz o la temperatura estimulan la apariciéon de enlaces cruzados dentro de los
hidrogeles, mientras que, en los geles activados quimicamente, los enlaces covalentes o los enlaces
coordinados entre las cadenas de polimeros crean una red de hidrogel estable a través de agentes
reticulantes moleculares o idnicos, respectivamente [27].

Los hidrogeles activados fisicamente tienen ventajas Unicas para la aplicacion clinica, como una
temperatura de gelificacion suave y una reaccidn de reticulacion de baja toxicidad en ausencia de
guimicos de reticulacidn. Estos hidrogeles tienen aplicaciones potenciales para fracturas y defectos
6seos con pequenos agujeros. Mientras, los hidrogeles activados quimicamente se pueden utilizar,
por ejemplo, en defectos dseos duros y grandes a través de hidrogeles de reticulacién covalente
mono, dual o multiple [28].

e Hidrogeles reticulados por condiciones fisicas: se conforman por las interacciones fisicas de
reticulacién, que incluyen interacciones idnicas, temperatura y autoensamblaje.

- Hidrogeles activados por temperatura: los hidrogeles activados por temperatura son
capaces de responder a diferentes estimulos térmicos a través de cambios en su forma o su
estructura interna. Por ello, la adicidn a los hidrogeles de polimeros con comportamientos
termosensibles pequeiios utilizados en biomedicina les confiere la capacidad de ser
termosensibles. Algunos de los polimeros termosensibles utilizados son PLGA-PEG (acido
lactico coglicdlico-PEG) [29], poli(N,N-dietilacrilamida) [30], PNIPAAm (poli(N-
isopropilacrilamida)) [31] y soluplus [32]. De estos polimeros el mas empleado es PNIPAAm,
ya que es un mondmero tipico con una excelente sensibilidad a la temperatura, y se ha
convertido en el material mds popular debido a su capacidad de traduccién de fase sensible
cuando la temperatura llega a 32 °C (temperatura de solucidn critica mas baja). La
temperatura de transicion de volumen-fase de un hidrogel sensible a la temperatura se
puede ajustar cambiando la cantidad de mondémero anidnico o la proporcién de grupos
hidrofilicos/hidrofébicos en el gel [33].

- Hidrogeles activados por agentes de reticulacidn idnicos: la mayoria de los polisacaridos
naturales derivados de las algas, como la agarosa y la carragenina, y algunas proteinas de
origen animal, como la gelatina, la elastina y el coldgeno, forman los hidrogeles térmicos. El
hidrogel puede formarse por quelacion o por interaccién electrostatica, facilitando la
gelificacion fisica espontanea debido a la presencia de especies cargadas eléctricamente
[34]. Estos polimeros se conocen como polielectrolitos: contienen carga neta a lo largo de la
espina dorsal del polimero, y se entrecruzan para formar complejos insolubles cuando se
combinan con cationes o aniones multivalentes segun la carga del polimero. Los agentes de
reticulacién idnicos producen la formacidn de enlaces intermoleculares idnicos, formando
una red molecular tridimensional. La introduccidn de iones Ca%* y Cu?* en el sistema para
formar enlaces de coordinacion mejora la resistencia mecéanica y las propiedades de traccion
de los hidrogeles [35]. Adema3s, la adicidn de iones minerales beneficia en muchas ocasiones
la migracién, proliferacién y diferenciacion celular, mostrando beneficios mas alla de las
propiedades fisicas y mecanicas de los hidrogeles. Lo mas importante del método de
reticulaciéon idnica es su capacidad de autorreparacidn, de manera que la red de gel puede
destruirse con una fuerza de corte alta y repararse una vez que se elimina la fuerza de corte.
Sin embargo, la mala propiedad mecanica limita seriamente la aplicacidn de hidrogeles en
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huesos y otros tejidos duros debido al método de entrecruzamiento fisico de interaccién
ionica [28].

- Hidrogeles activados por autoensamblaje: el autoensamblaje esta impulsado por
mecanismos no covalentes de enlace débil, como los enlaces de hidrégeno, las interacciones
hidrofébicas y las interacciones electrostaticas, y se produce principalmente en los
hidrogeles basados en péptidos y proteinas [36].

» Hidrogeles reticulados por condiciones quimicas: presentan mejores propiedades mecdnicas que
los hidrogeles reticulados por condiciones fisicas, y se conforman por la adicidn de polimeros que
han sido modificados y la posterior formacion de enlaces covalentes entre sus cadenas. La
reticulacién puede producirse por reticulacién fotoinducido, reticulacién inducida enzimaticamente
o reticulacion de moléculas pequefas:

- Reticulacién fotoinducida: los hidrogeles que pueden ser fotoactivados inducen la formacidn
de una red tridimensional y cambios morfolégicos del precursor del gel al ser activados por
la luz en una longitud de onda especifica, ya sea luz UV o luz visible. Tanto los hidrogeles
naturales como los sintéticos y los hibridos pueden ser modificados mediante la adicidn de
componentes fotorreticulables o fotoiniciadores para lograr la gelificacién in situ. Segun el
mecanismo de reacciodn, los fotoiniciadores se dividen en dos grupos:

- Tipo | o de escisién: la luz UV genera la escisidon de los radicales iniciadores. Los
fotoiniciadores de escision mds empleados en bioimpresion son 12959 y LAP. LAP es
un sistema de iniciacién de un solo componente con alta estabilidad térmica y buena
solubilidad y es incoloro; sin embargo, se activa con la luz visible azul, que demostré
tener cierto nivel de toxicidad [37].

- Tipo Il o de extraccién de hidrégeno: necesitan menor energia de excitacién que los
fotoiniciadores de tipo I. Los mas utilizados son la riboflavina y la eosina Y. La
riboflavina, también conocida como vitamina B2, se reduce con la luz, lo que libera
radicales libres, por lo que puede ser util en la polimerizacién por radicales [38]. La
eosina Y, por otro lado, es un sistema de iniciacién de dos componentes, en el que la
eosina Y actua como fotosensibilizador. Es utilizado en combinacion con
trietanolamina (iniciador) y N-vinilcaprolactama (comondémero para acelerar la
cinética de gelificacidon) para producir la reaccién de reticulacién fotoinducida bajo
luz visible [39]. Cuando la absorcién de la eosina Y se superpone con el espectro de
luz irradiado, absorbe la luz y pasa a un estado de excitacidn. La eosina Y excitada
extrae un radical de hidrégeno de trietanolamina, generando una radical
trietanolamina, que sirve como iniciador de la reticulacion [40].

- Reticulacion inducida enzimaticamente: debido a la toxicidad celular que presentan los
agentes de reticulacidon quimica, se plantea el empleo de los hidrogeles de reticulacién
enzimatica para mejorar las propiedades de los materiales, incluido un tiempo de gelificacion
rapido y una biocompatibilidad excelente. Uno de los componentes empleados para la
reticulacion enzimatica de los hidrogeles es la peroxidasa de rdbano picante, capaz de formar
enlaces covalentes entre polimeros modificados con tiramina en presencia de peréxido de
hidrégeno [41]. Otro método enzimdtico de reticulacion de hidrogeles es el empleo del
factor transglutaminasa Xlll en hidrogeles hibridos de condroitin sulfato y PEG. La adicion de
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grupos funcionales al condroitin sulfato junto con secuencias de sustrato especificas del
factor transglutaminasa Xlll se utilizan para permitir la reticulacidn del condroitin sulfato con
precursores de hidrogeles [42].

- Reticulacion de moléculas pequenas: a menudo se emplean moléculas pequeiias de
reticulacion especifica para llevar a cabo la reticulacidon de diferentes polimeros, que se
introducen en sus redes para mejorar su rendimiento. Algunas de estas moléculas son la
genipina, el acido cafeico o la dopamina, y el acido tanico.

- Genipina: obtenida de plantas como Genipa americana o Gardenia jasminoides, se
utiliza como agente de reticulacion de alto rendimiento para conectar los polimeros
con el grupo amino. Esta molécula tiene la capacidad de mantener la inyectabilidad
a temperatura ambiente, garantizar una compatibilidad favorable y obtener un
efecto antiinflamatorio. Reticula proteinas, colageno, gelatina y quitosano [43],
siendo capaz de reparar tejidos.

- Dopamina y acido cafeico: compuestos catecdlicos. Poseen grupos funcionales
catecol que presentan capacidad de adhesién. El acido cafeico posee muchas
ventajas en comparacion con la dopamina, ya que es mas facilmente accesible, tiene
un coste menor y una estética deseable, y presenta caracteristicas bioldgicas internas
como efectos antibacterianos, antiinflamatorios y antioxidantes [44].

- Acido tanico: deriva del té verde, las uvas, el vino, entre otros. Los compuestos
fendlicos abundantes en el acido tanico tienen una fuerte capacidad adhesiva
superficies organicas o inorgdanicas, permitiendo su desarrollo como potencial agente
de reticulacion para la ingenieria de hidrogeles funcionales. Ademas, debido a la gran
cantidad de grupos de catecol presentes en la estructura, su capacidad de
eliminacion de radicales libres se puede utilizar en materiales para terapia
anticancerosa y antiinflamatoria [28].

4.2.6 Tecnologias de biofabricacion

Los estudios de nuevas metodologias de biofabricacién permiten perfeccionar cada vez mas el
acabado final de las estructuras bioimpresas, posibilitando con cada avance aumentar su parecido
con las partes a las que imitan. Ademas, aseguran también una mayor viabilidad celular y una
bioimpresién mas eficiente, acercando a los investigadores a la meta de lograr la creacién de
organos y estructuras bioldgicas listas para su trasplante. A continuacion, se describen los métodos
de bioimpresién mas empleados actualmente:

- Bioimpresion por inyeccion de tinta: la bioimpresion de inyeccidn de tinta es un método
preciso, rapido y de bajo coste, que se basa en el proceso de sistemas
microelectromecanicos con burbujas térmicas o moldeo por microgotas de inyeccién
piezoeléctrica. Se divide en bioimpresién de gotas a demanda y la inyeccion de tinta
continua:

- Bioimpresiéon de gotas bajo demanda: la bioimpresién basada en gotas bajo demanda
puede dividirse en bioimpresion térmica, piezoeléctrica, y de chorro
electrohidrodinamico.
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En la bioimpresion térmica o la piezoeléctrica, la biotinta se convierte en
forma de gotas aplicando un voltaje a un transductor de cristal piezoeléctrico
para hacer vibrar los materiales o calentando la formulacién a una
temperatura superior a la de ebulliciéon, creando asi las gotas [45]. Las
ventajas asociadas a este tipo de bioimpresiéon son su bajo coste y su
capacidad para imprimir con rapidez conservando una alta viabilidad celular,
y las desventajas son su escasa selectividad del material, las variaciones de
temperatura durante el proceso de impresion y la frecuente obstruccion de
los cabezales de impresién.

La bioimpresion de chorro electrohidrodinamico consiste en la aplicacion de
un campo eléctrico en la boquilla de bioimpresion, de forma que la biotinta
sale disparada y las células experimentan una corriente eléctrica muy baja
gue no tiene efectos negativos sobre la integridad, viabilidad y proliferacion
de las células [46].

'eHeater Pezoeectrctransduww
®ece ®eee

Thermal bioprinting Piezoelectric bioprinting

Figura 4-9: Bioimpresion de gotas bajo demanda: bioimpresion termal y bioimpresion piezoeléctrica. Fuente propia.

- Inyeccién de tinta continua: esta técnica de bioimpresidn, las gotas se forman

mediante un transductor o un aparato de carga de gotas que produce un flujo
continuo de gotas. A continuacion, las gotas se dirigen a un elemento cargado
eléctricamente para obtener la carga deseada vy, finalmente, las gotas formadas
llegan al sustrato y crean el producto 3D [45]. Al requerir biotintas conductoras, no
se adapta bien a la bioimpresiéon;, ademads, el riesgo de contaminaciéon por
recirculacion de tinta es alto [1].

- Bioimpresion por extrusion: es el método mas utilizado debido a su facilidad de uso, la
disposicion de una amplia gama de seleccién de materiales (polimero fundido, hidrogel,
dECM, nanoarcilla, etc.) y un bajo coste de aplicacién. El proceso comienza con la carga de
la biotinta a imprimir en un cartucho o jeringa adecuados para la bioimpresora, junto con la
colocacién de la boquilla deseada. A través de un mecanismo neumatico o mecanico, la
biotinta se deposita sobre una plataforma formando la estructura previamente disefiada de
forma digital. El resultado final es que se construyen diferentes estructuras a través de la
extrusion de biotinta para formar fibras continuas. Este método presenta varias desventajas,
como puede ser la alta tasa de muerte celular debido al esfuerzo de cizalla que sufren las
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células durante su flujo por la jeringa hasta salir a través de la boquilla, y una resolucién de
impresion baja [47]. Esta uUltima desventaja puede ser mejorada mediante la adicidn de
nanoparticulas que confieren mayor imprimibilidad. Ademas, la modificacidon del tamafo y
la forma de la boquilla también pueden ayudar a disminuir el estrés celular producido
durante la bioimpresién, consiguiendo un aumento de células viables tras la impresion.

l

Extrusion-based bioprinting

Figura 4-10: Bioimpresion por extrusion. Fuente propia.

Bioimpresion asistida por laser: esta técnica de bioimpresién emplea un laser como fuente
de energia para depositar biomateriales en un sustrato, y consta de tres partes: una fuente
de laser pulsado, una cinta recubierta con materiales bioldgicos liquidos que se depositan
sobre la pelicula metdlica y un sustrato receptor. El principio fisico de LAB se basa en la
generacion de una burbuja similar a la cavitacién, en la profundidad de la pelicula de biotinta,
cuya expansion y colapso induce la formacién de un chorro vy, por lo tanto, la transferencia
de la biotinta de la cinta al sustrato, formando una microgota [48].
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Figura 4-11: Bioimpresion asistida por laser. Fuente propia.

- Bioimpresion por procesamiento de luz digital: funciona mediante la proyeccién de graficos
transversales del producto sobre la superficie de la resina fotosensible liquida utilizando
elementos de microespejos digitales para proyectar, lo que permite que la resina irradiada
se fotopolimerice capa por capa, lo que da como resultado una velocidad de impresién
relativamente rdpida. Puede construir productos con caracteristicas geométricas complejas
al depositar materiales de acuerdo con los archivos digitales. Con esta tecnologia de
bioimpresién los tejidos y drganos artificiales se construyen con una estructura bidnica
precisa y una alta viabilidad celular [49].

Mirror UV Light

Projection Lens

Projection light
for curing

Digital Light Processing Bioprinting

Figura 4-12: Bioimpresion por procesamiento de luz digital. Fuente propia.
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4.2.7 Conclusiones

Actualmente existe una gran variedad de hidrogeles para su uso en bioimpresion, con propiedades
y caracteristicas muy diferentes. Cada uno de ellos debe cumplir unos requisitos minimos, como
mantener una alta viabilidad celular tras el proceso de bioimpresion, lograr una buena estabilidad
estructural, mimetizarse adecuadamente con el tejido a mimetizar y conseguir una estructura
interna que permita la formacion de vasos sanguineos y el intercambio de moléculas, asi como no
mostrar toxicidad tras su implantacidon en el organismo y ser capaz de biodegradarse. Ademas,
dependiendo del tipo de hidrogel, serd mds o menos adecuado para imitar una parte especifica del
organismo.

Ademas de los tipos de hidrogeles, existe una gran variedad de tipos de bioimpresidn, cada uno de
ellos con ventajas e inconvenientes dependiendo de la biotinta utilizada y de la estructura a
bioimprimir. Debido a la variedad que presentan tanto las biotintas como los métodos de
bioimpresidn, junto con los nuevos descubrimientos que se realizan cada dia en ambos conceptos,
es importante seguir estudiando sus propiedades y combinaciones para estandarizar métodos que
permitan reproducir partes especificas de tejidos humanos con las mayores tasas de éxito posibles,
acercando cada vez mas la bioimpresion a su aplicacidn estandarizada en laboratorios y hospitales
como método para generar trasplantes personalizados.
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Resumen

Actualmente, las técnicas de caracterizacion de hidrogeles utilizadas en bioimpresion son extensas,
permitiendo obtener datos sobre sus propiedades fisicas, quimicas y mecdnicas. Dentro de la
caracterizacién de hidrogeles, el andlisis de las propiedades de impresién es de gran importancia
para determinar su potencial de bioimpresion. El estudio de las propiedades de impresién aporta
datos sobre su capacidad para reproducir estructuras biomiméticas y mantener su integridad tras
el proceso, asi como las relaciona con la posible viabilidad celular tras la generacion de las
estructuras. El objetivo de este trabajo es proponer una metodologia para bioimpresoras basadas
en extrusidon que permita determinar la imprimibilidad de hidrogeles que van a ser cargados con
células. evaluacion cuantitativa del estado de gelificacidn y precisién de impresidn con la prueba de
rejilla de impresidon. Los datos obtenidos tras realizar esta metodologia permiten comparar
diferentes hidrogeles o diferentes concentraciones de un mismo hidrogel para determinar cual tiene
las propiedades mas favorables para realizar estudios de bioimpresion.

Palabras clave: Hidrogel, bioimpresion, imprimibilidad, ventana de biofabricacidn, caracterizacién.

4.3.1 Introduccion

La bioimpresién es una herramienta importante que estd en constante evolucién y serd un gran
avance para la humanidad en los campos de la medicina y la investigacion. En el futuro, solucionara
los problemas asociados a la escasez de donantes de drganos y tejidos, y proporcionard una
herramienta para probar nuevos farmacos creados contra diferentes enfermedades, permitiendo el
acceso a nuevas investigaciones. Se basa en la tecnologia de fabricacién aditiva, que permite crear
objetos tridimensionales sélidos a partir de un modelo digital [1].

Esta metodologia de fabricacion aditiva es extremadamente (til en el campo de la ingenieria de
tejidos, definida como la ciencia del disefio y fabricacién de nuevos tejidos para la restauracion
funcional de drganos alterados y el reemplazo de estructuras dafadas por traumatismos vy
enfermedades [2]. Para un correcto avance en el campo de la ingenieria de tejidos es necesario
desarrollar tanto técnicas de cultivo celular como andamios o estructuras 3D que permitan crecer a
las células generando estructuras biomiméticas.

La bioimpresién puede ayudar en gran medida al desarrollo de este campo al generar estos
andamios en los que las células deben crecer en las formas tridimensionales deseadas. Como
tecnologia de fabricacidon aditiva, el proceso implica la deposicion de sucesivas capas de
biomateriales, teniendo en cuenta la importancia de incluir células vivas en condiciones que
aseguren su maxima supervivencia y posterior viabilidad [3]. En los procesos de bioimpresion se
pueden utilizar como matrices de impresion materiales como PLA, resinas fotopolimerizables o
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hidrogeles, aunque los hidrogeles son los mds recomendables. Los hidrogeles proporcionan una
matriz para que los tejidos se regeneren mientras controlan la difusién de moléculas y células [4].

En los estudios de bioimpresidn, es importante conocer la capacidad de impresion de los hidrogeles
para elegir el mas adecuado. La imprimibilidad es la capacidad de formar y mantener andamios 3D
reproducibles a partir de biotinta utilizando la técnica de bioimpresién [5].

En este estudio, los materiales utilizados como matriz de impresiéon para los estudios de
imprimibilidad son los hidrogeles, ya que son los mas apropiados para lograr una alta viabilidad
celular. Para que los hidrogeles se consideren dptimos para su uso en bioimpresion, deben tener un
equilibrio entre imprimibilidad (o fidelidad de forma) y biocompatibilidad, de modo que la
estructura generada posea suficiente estabilidad estructural al tiempo que garantiza una alta
viabilidad celular. Este rango entre alta capacidad de impresion y alta biocompatibilidad se conoce
como la "ventana de biofabricacion" [6] (Figura 3-13).

Highest structural // § ' Z g/
stability < / 4 }%
V' .

Highest structural stability

and cell viability

Printability

Highest cell

Biocompatibility abilit
viability

Figura 4-13: Ventana de biofabricacion. En el eje Y mejoran la capacidad de impresién y la calidad del andamio
bioimpreso, mientras que en el eje X mejoran la biocompatibilidad y la proliferacion celular. Fuente: elaboracion
propia.

En la ventana de biofabricacién, cuanto mayor sea la viscosidad del hidrogel, mayor serd la calidad
del andamio bioimpreso, pero mayor sera el dafio a la membrana celular [7], la mayor viabilidad
celular posible. Después del ajuste de los pardmetros de bioimpresién y la posterior generacidn de
estructuras con la bioimpresora, la tasa de viabilidad celular se puede verificar mediante varias
pruebas vivas/muertas que ofrecen algunas empresas comerciales y el uso de software de
procesamiento de imagenes como Imagel [8].

Los hidrogeles son polimeros hidrofilicos y reticulados que pueden absorber e hincharse en aguay
biofluidos, y transformarse en redes 3D insolubles [9] que les otorgan propiedades elasticas cuando
se someten a diversas tensiones durante la bioimpresién. Ademas, pueden estar compuestos de
materiales naturales, sintéticos o hibridos [6].

A la hora de elegir un hidrogel adecuado para la bioimpresidon que garantice tanto la viabilidad
celular como la integridad estructural, es importante que primero rednan una serie de propiedades
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gue los hagan aptos para la regeneracion celular [10]. Asimismo, se deben tener en cuenta las
propiedades mecanicas del hidrogel, las cuales deben estar dentro de ciertos valores [11] (Tabla 3-
1).

Tabla 4-1: Propiedades mecanicas y de regeneracion requeridas de un hidrogel apto para estudios de bioimpresion.
Fuente: elaboracion propia.

Propiedades de regeneracion

celular [10]. Propiedades mecanicas [12]

No citotdxico y no inmunogénico. Densidad

Imitar la matriz extracelular para lograr
la adhesion celular, la propagaciény la

. L L. . Porosidad
diferenciacidn osteogénica en el sitio de
implantacion

Degradable o hidrolizable por enzimas .

& ) P Estabilidad
endégenas
Estructuralmente estable .,

y Adhesidén

mecanicamente fuerte

Porosidad adecuada (a los efectos de la
interaccion celular, el control de la
liberacion del factor bioactivo, el
intercambio nutricional y de oxigeno);

pH y temperatura

Biodegradabilidad

Hay que tener en cuenta otras propiedades como la concentracién y la viscosidad, ya que algunas
de las propiedades mencionadas anteriormente dependen de ellas [13].

Existen determinadas pruebas que se pueden realizar para determinar la estabilidad de los
hidrogeles utilizados en bioimpresién, de forma que se pueda hacer un calculo de la estabilidad
mecanica y una aproximacion a la viabilidad celular que pueden aportar.

Otro parametro importante a tener en cuenta al usar hidrogeles en bioimpresidn es su
imprimibilidad. Sin una buena capacidad de impresidn, los hidrogeles no tienen la capacidad de
reproducir estructuras biomiméticas.

A menudo, la medida de la imprimibilidad se puede realizar mediante diferentes estudios de
reometria y viscosidad que requieren equipos muy especificos que son muy costosos y consumen
una gran cantidad del material a estudiar. Tanto los hidrogeles comerciales listos para usar como
los kits de reconstitucion, ambos producidos en condiciones estériles y de alta calidad, tienen un
precio muy alto que no todos los grupos de investigacién pueden permitirse derrochar en pruebas.
Ademas, las pruebas de viabilidad celular también suelen ser costosas, por lo que es importante
contar con métodos mas econémicos que puedan determinar facilmente si un hidrogel tiene la
humectabilidad necesaria para permitir la supervivencia celular.
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Por ello, este articulo propone una metodologia basada en la unificacion de diferentes ensayos
realizados previamente por otros autores que permite caracterizar la imprimibilidad de los
diferentes hidrogeles para estudiar sus propiedades y permitir la supervivencia celular con el menor
desperdicio de material posible.

4.3.2 Objetivos

El objetivo de este manuscrito es desarrollar una nueva metodologia para configurar y caracterizar
hidrogeles de diferentes pruebas existentes para lograr un compromiso éptimo entre imprimibilidad
y viabilidad celular seglin sea necesario en un proceso optimizado para usar la menor cantidad de
material posible durante el proceso.

Esta metodologia permite clasificar nuevos materiales segun diferentes ensayos de caracterizacion,
como el método de la gota sésil, el ensayo de colapso del filamento, la evaluacién cuantitativa del
estado de gelificacidn y el ensayo de rejilla de impresion.

Para ello, se desarrollaran las técnicas mencionadas, se realizara la creacién de una plataforma
adaptada a la bioimpresora Bio X para el ensayo de colapso de filamentos y se explicaran los posibles
resultados obtenidos en cada una de ellas, permitiendo obtener un valor numérico. asignado para
ayudar a determinar cual de los hidrogeles en el estudio tiene las caracteristicas mas adecuadas
para la bioimpresion.

4.3.3 Metodologia

Esta metodologia estd disefiada para caracterizar hidrogeles que se van a utilizar para bioimprimir
células en su interior, es decir, aquellos que se pueden imprimir a temperaturas cercanas a los 370C.
Por ello, los pardmetros de presidn y temperatura seran previamente ajustados mediante el test de
gota de la bioimpresora de extrusidon, siempre dentro de los rangos que permitan la viabilidad
celular. La bioimpresora utilizada para realizar esta metodologia fue BIO X de CELLINK.

Este protocolo consiste en realizar diferentes pruebas que nos permitan ensayar y procesar
numeéricamente los hidrogeles, con el fin de poder realizar comparaciones precisas entre los
diferentes hidrogeles que se analizan.

Para poder realizar el estudio de los diferentes hidrogeles y saber cual es el mas adecuado para la
bioimpresién de estructuras biomiméticas, es necesario estudiar la imprimibilidad junto con otras
caracteristicas [13], como su resistencia a la traccion o compresién, o incluso la deformacién que se
puede producir. Para finalmente obtener un resultado cuantitativo y visual que asegure de manera
exclusiva qué hidrogel presenta las mejores garantias estructurales, se requiere de una metodologia
gue optimice la cantidad de material utilizado para reducir costos.

Ademads, la metodologia propuesta también puede proporcionar datos sobre la viabilidad celular de
los hidrogeles, ya sea para cargarlos con células o no, gracias al método de gota sésil, que permite
descartar aquellos hidrogeles con malos resultados de viabilidad celular sin invertir tiempo y dinero
en realizarlos. ensayos biolégicos.
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La presente revisién pretende brindar al investigador una unificacién de metodologias para realizar
la caracterizacion de la imprimibilidad de hidrogeles que serdn cargados con células para
bioimpresién.

4.3.3.1 Método de gota sésil

El método de las gotas sésiles se basa en el angulo de contacto de una gota de hidrogel sobre una
superficie y proporciona datos sobre su humectabilidad [14] y sobre su capacidad para humedecer
la superficie de un sélido.

Se ha encontrado que los angulos de contacto entre 0° y 90° indican una superficie hidrofilica
humectable, mientras que un dangulo entre 90° y 180° indica una superficie hidrofébica no
humectable [15], [16]. La hidrofilicidad o humectabilidad de los biomateriales se considera un
pardmetro muy importante para ciertas aplicaciones, como la adhesion celular en la ingenieria de
tejidos [17].

Para medir el dngulo de contacto, a partir del estudio de la gota, se realizé una camara, la cual
permite colocar en su base una placa de vidrio, la cual no absorbe el material a estudiar. Al mismo
tiempo, se coloca una luz en la parte superior de la cdmara para generar una iluminacion vertical
sobre la gota de hidrogel que no genere sombras que puedan entorpecer el proceso de captura de
la imagen (Figura 3-14).

Figura 4-14: Camara generada para realizar el método de gota sésil utilizando un lecho no absorbente e iluminacion
adecuada. Fuente: elaboracion propia.

Luego de agregar la gota a estudiar en la cdmara, se capturan imagenes en angulo perpendicular
desde la placa de vidrio utilizando un microscopio digital USB 40X a 100X con software para su uso
(amcap) que digitaliza la imagen en la computadora. De esta manera, se pueden tomar imagenes
precisas de todas las gotas de hidrogel desde el mismo angulo. Estas imagenes deben ser procesadas
por un programa de procesamiento de imagenes, como Imagel o Fiji, para medir el angulo de
contacto. También pueden medirse mediante un software CAD de disefio asistido por ordenador,
en el que también puede proporcionarse la medicidon del dngulo de contacto.
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Después de tomar 4 medidas de cada gota de hidrogel, con la mayor precisidon posible, se pueden
obtener los siguientes resultados [18]:

- Angulo de contacto inferior a 350: las superficies son demasiado hidrdfilas, lo que impide
interacciones con las células.

- Angulo de contacto superior a 800: las superficies son demasiado hidréfobas, lo que puede
provocar la desnaturalizacion de las proteinas.

- Angulo de contacto entre 35°y 80°: ideal para un hidrogel, propiedad de humectabilidad
moderada (Figura 15).

Air
Liquid

Figura 4-15: Angulo de contacto en la interfaz sélido-aire. Fuente: elaboracién propia.

0

El estudio se puede realizar a diferentes temperaturas para cada hidrogel, lo que permite analizar
el comportamiento de los hidrogeles en funcion de la temperatura de bioimpresién. Si el estudio se
va a realizar en condiciones de viabilidad celular para la bioimpresion de hidrogeles cargados con
células, la temperatura debe ser de 37 °C.

En la Tabla 3-2 se proporciona un ejemplo de caracterizacion de hidrogel utilizando el método de
gota sésil.

Tabla 4-2: Ejemplo de caracterizacion de hidrogel utilizando el método de gota sésil. Fuente: elaboracion propia.

Material Temperatura [0C] Angulo de contacto
9 45
Matrigel
15 48

En este ejemplo de caracterizacién mediante el método de gota sésil se ha utilizado Matrigel. Es un
material que requiere baja temperatura para su mantenimiento, ya que polimeriza a temperatura
ambiente. Por tanto, su temperatura debe ser baja tanto al realizar el método de gota sésil como al
utilizarlo como biotinta en la bioimpresora.

Aunque este hidrogel no es apto para bioimpresion con carga celular debido a su baja temperatura
de bioimpresidn, los buenos resultados obtenidos en el método de gota sésil indican que es apto
para la posterior carga de células en la estructura generada por bioimpresora 35° y 80°.
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4.3.3.2 Prueba de colapso de filamentos

Permite determinar la deflexidn de los filamentos de hidrogel a medida que pasan a través de pilares
espaciados a diferentes distancias. Estas distancias variardn de mas cortas a mas largas, siendo mas
probable que ocurra deflexidon en distancias mas largas.

Para obtener la tasa de colapso del hidrogel, el hidrogel debe depositarse sobre los pilares de la
plataforma (Figura 16), de modo que pase primero por los pilares menos espaciados y termine en
los pilares mas espaciados.

De las diferencias entre el drea tedrica y el area real se obtiene el indice de colapso (Cs) [19].

_Ag-aAg
Cr = — 100% (D
3 t
Af: Area total.

AS: Area generada después de depositar el filamento (4rea real).

En este método, si el area real y el drea tedrica coinciden mientras el filamento no colapsa, el
coeficiente de colapso es 0%. Usando un programa de procesamiento de imdgenes como Imagel, o
un programa de dibujo vectorial como AutoCAD que permite la mediciéon de angulos escalando
imagenes, el area total (A¢) del cuadrado formado por las columnas adyacentes y se calcula el area
generada después de depositar el filamento (AS) (Figura 4).

Collapsed area
|

!
A¢
(Real greu)
At
Hydl‘()ge/_ﬁ]amen] (Total area)
i ] 1L ] 1 ] | |
CnCp Cz Cy  Cp Cys Cyr Cps

Collapse index

Figura 4-16: Calculo del coeficiente de colapso sobre la base del real el area y el drea tedrica. Fuente: elaboracion
propia.

El hundimiento de cada separacion de los pilares se calcula individualmente, comenzando por el
extremo de la plataforma con menor separacién entre los pilares y manteniendo el orden
consecutivo en el que se toman las medidas (Cs1, Csz, Cs3...). Con los datos obtenidos se elabora una
tabla en la que, tras calcular el Cf para cada separacion, se puede observar el punto exacto en el que
colapsa total o parcialmente el hidrogel.
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Con los datos obtenidos de este ensayo se obtiene una tabla que permite la comparacién de
diferentes hidrogeles, brindando asi un método cuantitativo para determinar la estabilidad
mecdnica de los hidrogeles, que permite compararlos con mayor precision.

Un ejemplo de un hidrogel expuesto a la prueba de colapso de filamentos se puede ver en la
siguiente tabla (Tabla 3-3). El hidrogel utilizado fue CELLINK START, un hidrogel de sacrificio con
excelentes propiedades mecanicas que se utiliza para realizar pruebas con la bioimpresora, evitando
el desperdicio de biotintas comerciales mas caras.

Tabla 4-3: Tabla de ejemplo para la prueba de colapso del filamento para CELLINK START, con los datos obtenidos
después de los calculos para cada Cf. Fuente: elaboracion propia.

hidrogel Cfl sz Cf3 Cf4- Cf5 Cf6 Cf7 Cf8

iINDICE DE 0 0 0 0 243 |564 |9.83 |10.30
COLAPSO

Los resultados obtenidos indican que a partir de Cts comienza a producirse un colapso notable, por
lo que este ensayo es una guia de comparacion entre diferentes hidrogeles y una indicacion del
punto en el que puede fallar el hidrogel al generar una estructura.

Para llevar a cabo este estudio, proponemos el desarrollo de una plataforma con la misma forma de
placa de Petri que detecta la bioimpresora, pero con pilares en su interior que se separan una unidad
cada vez mas (Figura 3-17).

El uso de esta plataforma permite controlar:

- Presién de extrusién de hidrogeles.

- Velocidad de movimiento durante la aplicacidon de presidn y por tanto durante la
impresion.

- Latemperatura en el momento de la prueba.

- Latemperatura de la placa en la que se deposita la prueba es un factor importante porque
algunos hidrogeles se entrecruzan con la temperatura y pueden ser enganosos si no se
controlan.

- Aplicacién de rayos UVC (rayos Ultravioleta C de Onda Corta) que provocan el
entrecruzamiento en algunos hidrogeles.

- Por ultimo, incluso podemos controlar la cantidad de hidrogel a bioimprimir para que en
todas las pruebas esta cantidad sea la misma y podamos comparar todos los hidrogeles a
estudiar de una forma mas fiable.

Esta plataforma ha sido disefiada digitalmente mediante el software Inventor, ajustandola a la cama
de la bioimpresora, y posteriormente impresa mediante una impresora 3D con PLA, tras lo cual se
cubrieron con resina todos los poros generados por el PLA.

140



ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

RESULTADOS

Figura 4-17: Plataforma disefiada para realizar el ensayo de colapso de los filamentos de hidrogel extruidos con la
bioimpresora. Fuente: elaboracion propia.

4.3.3.3 Evaluacion cuantitativa del estado de gelificacion

Nos permite determinar la imprimibilidad de los diferentes hidrogeles a estudiar. Con este estudio
es posible determinar si un hidrogel tiene un buen estado de gelificacion y, por tanto, si tiene una
superficie lisa y un ancho constante en las tres dimensiones, facilitando la bioimpresién de matrices
regulares con agujeros cuadrados [20].

En esta prueba, la velocidad de alimentacion, la distancia de impresion y la presidn del aire afectaron
la calidad de impresion de la web y, ademds de estos parametros, la distancia entre lineas y el drea
de interseccién de lineas también afectan la calidad de la web [21].

Para ello se bioimprime una matriz regular con agujeros cuadrados y se obtienen los datos
necesarios para realizar el estudio mediante un programa de tratamiento de imagenes como los
mencionados anteriormente.

Por lo tanto, la capacidad de impresién (Pr) se define mediante la siguiente ecuacién [22]:

== 2)

Donde C (circularidad) es:
C=— (3)

Donde L es: perimetro.
Donde A es: area.

Pr =1 implica que la forma de impresién de los agujeros en la matriz es cuadrada vy, por tanto,
presenta una perfecta condicidn de gelificacién [23]. Asi, cuanto mas cercano a 1 sea el valor
obtenido, mayor serd la imprimibilidad del hidrogel. Por otro lado, un hidrogel que obtenga un valor
de imprimibilidad inferior a 1 exhibird una gelificacidon baja, y un hidrogel que obtenga un valor
superior a 1 exhibird una gelificacion excesiva (figura 18).
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Low High Perfect
gelation gelation gelation
Pr<I Pr>1 Pr=1

Figura 4-18: Visualizacion de un hidrogel con gelificacion baja (A), gelificacion perfecta (B) y gelificacion excesiva (C).
Fuente: elaboracién propia.

Los datos obtenidos permiten estudiar las propiedades de gelificacion de un mismo hidrogel cuando

se modifican las concentraciones de los diferentes elementos que lo forman, o incluso comparar

diferentes tipos de hidrogeles en funcidn de estas propiedades para determinar cual tiene mejores

caracteristicas de impresion.

Las imdagenes para observar el valor de Pr se obtienen utilizando un microscopio digital USB 40X a
100X colocado perpendicularmente a la superficie donde se encuentra la matriz regular.

La plataforma utilizada para soportar el microscopio y permitir obtener las imagenes desde la misma
posicidn y angulo fue disefada con Inventor.

En el siguiente ejemplo (Tabla 3-4) se observd la imprimibilidad de HAMA 5%. De acuerdo con el
esquema presentado anteriormente en la Figura 6, y dependiendo de la forma amorfa de los
cuadrados en la matriz, el valor Pr es inferior a 1 (Pr<1), por lo que la imprimibilidad es pobre.

Tabla 4-4: Caracterizacion de la imprimibilidad de HAMA 5% usando la evaluacion cuantitativa de la prueba del
estado de gelificacion. Fuente: elaboracién propia.

hidrogel Imagen PR Estado de gelificacion

HASTA 5% <1 Bajo
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4.3.3.4 Prueba de cuadricula de impresion

Permite determinar la capacidad de un hidrogel para reproducir un patrén dado y su tendencia a
generar acumulaciones o clusters [24]. Se puede utilizar para comprobar si los hidrogeles en estudio
tienen propiedades mecanicas suficientes para generar una cuadricula o patrén de cuadrados y
rectangulos de diferentes dimensiones como el de la siguiente figura (Figura 7):
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Figura 4-19: Cuadricula o patron de cuadrados y rectangulos de diferentes dimensiones. Fuente: elaboracién propia.

Tras bioimprimir el patréon disefiado y conocer el tamafio real de la estructura generada, mediante
un programa de procesamiento de imagenes se puede establecer la diferencia entre el valor real y
el valor tedrico en mm? de los cuadrados generados dentro de la grilla.

El valor real se obtiene midiendo el area de cada uno de los cuadrados. Para ello, primero se
compara la cuadricula bioimpresa con un patron milimétrico para obtener la medida de los lados de
cada cuadrado. Posteriormente, utilizando un software de procesamiento de imagenes vy
conociendo la medida de los lados de los cuadrados, se puede obtener el valor real de cada uno de
ellos.

El valor tedrico es el establecido para cada cuadro durante el disefio de la cuadricula mediante
programas informaticos como AutoCAD.

Ambos valores pueden compararse entre si mediante analisis estadistico de la desviacion estandar,
proporcionando datos sobre su grado de igualdad y obteniendo que, a menor desviacién estandar,
mas similares son los valores tedricos y reales, y, por tanto, mayor es la capacidad de impresién del
hidrogel (Tabla 3-5).

Tabla 4-5: Ejemplo de calculo para la prueba de rejilla de impresién, donde el hidrogel utilizado fue GelMA 5%. En
esta tabla, desde abajo (fila 1) hasta arriba (fila 5), se han incluido los datos de los cuadrados mas grandes de la
grilla (derecha). Fuente: elaboracidn propia

e e (i Valor teérico Desvliacién
(mm?) Estandar
Filal 17.33 20.41 2.18
Fila 2 36.33 40.83 3,18
Fila 3 55.08 61.24 4.35
Fila 74.40 81.66 5,13
Fila 5 98.68 102.06 2.39
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Los datos obtenidos de esta prueba pueden ser Utiles para las comparaciones de capacidad de impresién
entre diferentes hidrogeles.

4.3.3.5 Evaluacion cuantitativa del estado de gelificacion + prueba de rejilla de
impresion

Para optimizar el proceso de caracterizacion de las propiedades de impresion de los hidrogeles, es
posible realizar la evaluacién cuantitativa del estado de gelificacion y la prueba de la rejilla de
impresion juntas. Para ello, la impresién de la cuadricula se lleva a cabo midiendo todos los lados
de la cuadricula, obteniendo los valores reales para compararlos con los valores tedricos después
del analisis con el software de procesamiento de imdagenes y luego calculando la desviacion
estandar. Al mismo tiempo, la capacidad de impresidén se mide utilizando las ecuaciones descritas
en la seccion 3.3 ((2) y (3)) (Figura 20).

Real | Theoretical Printing
value value } grid test
(mm2 ): !

o

Quantitative assessment
of the gelation state

Figura 4-20: Realizacion simultanea de la prueba de rejilla y evaluacidn cuantitativa del estado de gelificacion.
Fuente: elaboracion propia.

4.3.4 Discusion

La imprimibilidad de las bioimpresoras es un pardametro que mide la precisidén de las bioimpresoras
en la generaciéon de estructuras 3D biomiméticas con biomateriales. Para que una biotinta tenga
una capacidad de impresién adecuada, debe tener ciertas propiedades que proporcionen resultados
de impresién optimos y fidelidad biomimética. Algunos de los parametros que determinan estas
propiedades son la concentracion y la viscosidad, que por un lado aseguran la reproducibilidad del
experimento y aumentan la imprimibilidad del hidrogel, y por otro lado determinan su fluidez [13].

Al imprimir un hidrogel, se deben ajustar los parametros de impresion. Los parametros de impresién
deben elegirse en funciéon de la composicién de cada hidrogel para garantizar la mayor
imprimibilidad posible en cada caso. Una buena capacidad de impresidn con buenas propiedades
de viabilidad celular dard como resultado estructuras adecuadas para ensayos de construccion de
tejidos biomiméticos para futuras aplicaciones médicas. Los parametros de impresion mas
relevantes son la temperatura, la presién y la velocidad de impresidn. Por tanto, estos son los
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pardmetros que se ajustaran antes de realizar las diferentes pruebas de esta metodologia, para
poder posteriormente realizar comparaciones entre diferentes hidrogeles.

Se ha demostrado que la bioimpresion de biotintas cargadas en células tiene una alta tasa de
viabilidad celular [25]-[27].

Por lo tanto, el desarrollo de esta metodologia tiene en cuenta la posibilidad de cargar células en la
biotinta para la bioimpresidon de andamios con células en su interior que tengan una siembra celular
en su superficie en una fecha posterior.

Gracias al test de gotas de la bioimpresora, es posible determinar las condiciones dptimas para
bioimprimir el gel en condiciones de minima viabilidad celular. En concreto, se obtienen los datos
de presién mas adecuados para esta biotinta a una temperatura de 37°C. El resto de las pruebas de
la metodologia se basan en esta caracterizacion previa.

Esta metodologia propuesta comienza con el método de la gota sésil. En este método se mide el
angulo de contacto que genera una gota de hidrogel sobre la superficie sobre la que se deposita.
Este dngulo puede proporcionar datos sobre la humectabilidad del hidrogel y, por lo tanto, si tiene
las condiciones de humedad suficientes para permitir la viabilidad celular. Con los datos obtenidos
con este ensayo se pueden descartar aquellos hidrogeles que por su concentracién o composicion
no tengan una humectabilidad adecuada para permitir la viabilidad celular.

Una vez determinada la humectabilidad de los hidrogeles y, por tanto, seleccionados aquellos con
mejores propiedades de humectabilidad para favorecer la supervivencia celular, se puede realizar
el ensayo de colapso de filamentos. Gracias a esta prueba, se puede comprobar la estabilidad del
filamento midiendo la deflexién en la mitad del tramo de un filamento de biotinta suspendido [28],
ademads de permitir que se ajuste el parametro de velocidad.

Esta prueba se puede utilizar tanto para comparar diferentes hidrogeles como para comparar
variaciones en la concentracién de un mismo hidrogel, permitiendo en cada caso elegir la
combinacién éptima para los requisitos de impresidn.

Después de realizar la prueba de colapso del filamento, la evaluacion cuantitativa de la prueba del
estado de gelificacién y la prueba de la rejilla de impresidn se pueden realizar juntas.

Con la evaluacién cuantitativa del estado de gelificacién, la capacidad de impresién de un hidrogel
se puede medir sobre la base de la circularidad de los cuadrados de una matriz de cuadrados. Cuanto
mas cerca estén los cuadrados de la matriz de la forma de un cuadrado perfecto, mas cerca estard
el valor de 1. Con una gelificacién excesiva, el resultado serd mayor que 1, y con una gelificacion
deficiente, el resultado sera menor que 1.

Por otro lado, el grid test mide la imprimibilidad en términos del grado de similitud de la superficie
en mm2 de los cuadrados de una grilla bioimpresa (valor real) con los de su versién disefiada
digitalmente (valor tedrico). Por lo tanto, al comparar los dos datos, cuanto menor sea la desviacién
estandar, mayor sera la imprimibilidad.

Como ambas pruebas se basan en la medida de pardmetros relacionados con los cuadrados, se
propone realizar ambas pruebas de forma conjunta mediante la impresién de una cuadricula a la
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gue, por un lado, se mide la superficie de sus cuadrados para su posterior comparacién con su
versién digital, y, por otro lado, se mide la circularidad de los cuadrados.

Las pruebas de viabilidad celular se pueden realizar después de elegir el hidrogel con los mejores
resultados, utilizando diferentes pruebas de viabilidad, como la prueba vivo/muerto que usa
calceina-AM y yoduro de propidio (PI) [29].

Tras realizar las diferentes pruebas propuestas, es posible determinar qué hidrogel se adapta mejor
a los pardmetros de imprimibilidad requeridos. En este caso, se han adaptado las condiciones de
bioimpresién de cada hidrogel para que tengan la mejor imprimibilidad posible a 37°C para permitir
la impresién con carga celular.

4.3.5 Conclusiones

La caracterizacion de hidrogeles en bioimpresion puede ser costosa debido al alto costo de los
hidrogeles y el equipo de andlisis necesario. Ademas, el proceso de inclusidn celular también puede
ser costoso y tedioso debido al alto costo de los componentes a utilizar, los complicados
procedimientos previos a la obtencion de cultivos viables y las dificiles condiciones que deben
mantenerse para asegurar la supervivencia celular. Por tanto, es necesario realizar estudios previos
a la utilizacion del hidrogel para aumentar la probabilidad de éxito, tanto en términos de viabilidad
celular como de integridad estructural.

Estudios como el método de gota sésil, el ensayo de colapso de filamentos, la evaluacién
cuantitativa del estado de gelificacion y el ensayo de rejilla de impresidon permiten, tras ajustar los
pardmetros de temperatura y presion, evaluar los hidrogeles a cargar con células de forma sencilla
y rapida. manera manera, con un desperdicio de material bajo.

Con estos estudios se puede predecir en gran medida el comportamiento de los hidrogeles tras el
proceso de bioimpresidn, pudiendo descartarse aquellas formulaciones que no se comportan bien
antes de realizar el proceso de inclusidn celular. La metodologia propuesta ahorra tiempo y dinero
en la investigacidon de bioimpresidn, acercando a los investigadores a un resultado positivo. El
desarrollo de esta metodologia para caracterizar la imprimibilidad de hidrogeles en el drea de la
bioimpresién ha sido posible gracias a la experiencia del grupo INMA en el analisis de hidrogeles
[13], [30]-[33].
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Resumen

Las tecnologias de fabricacion aditiva ofrecen multitud de aplicaciones médicas debido a los avances
conseguidos en el desarrollo de los materiales utilizados para reproducir a medida los productos
modelo.

El principal problema que tienen estas tecnologias es la obtencidn de valores correctos de viabilidad
celular, y es aqui donde la bioimpresidn 3D surge como una herramienta muy interesante que debe
ser ampliamente estudiada, ya que presenta desventajas significativas con respecto la
imprimibilidad.

En este trabajo se plantea la comparacién de la tecnologia de bioimpresién 3D en hidrogeles y
termoplasticos para el desarrollo de piezas biomiméticas. Para ello, se plantea el estudio de la
imprimibilidad de diferentes materiales ampliamente utilizados en la bibliografia, para
posteriormente comprobar y analizar los parametros que nos indican si dichos materiales pudieran
postularse para obtener una estructura biomimética con garantias estructurales.

Para analizar los materiales estudiados se han disefiado diferentes herramientas que facilitan la
caracterizacion cuantitativa de su imprimibilidad mediante el uso de impresién 3D.

Para ello, se han desarrollado diferentes estructuras y se ha seguido una metodologia de
caracterizacion que permite cuantificar el valor de imprimibilidad de cada material en cada prueba,
para posteriormente ir descartando los materiales que no obtengan un valor minimo en el
resultado.

Tras el estudio, se comprobd que solo el GelMA 5% podria generar estructuras biomiméticas fieles
al modelo 3D disefiado. Ademas, al comparar los resultados de impresién de los diferentes
materiales empleados en bioimpresion 3D y, en consecuencia, establecer el planteamiento de
diferentes estrategias, se demuestra que actualmente los hidrogeles deben seguir desarrollandose
para igualar los resultados conseguidos mediante la impresion de materiales termoplasticos utiles
para la bioimpresién.

Palabras clave: Imprimibilidad, Bioimpresién, Impresién 3D, Hidrogel, PCL, Matrigel.

4.4.1 Introduccion

Los seres humanos se encuentran en una carrera constante para superar los limites de la ciencia 'y
el conocimiento con el fin de obtener herramientas que les permitan superar la adversidad con
mayor eficacia. obtener herramientas que les permitan superar la adversidad con mayor eficacia.
Por este motivo y gracias a un gran avance en las tecnologias de fabricacion, ha surgido la impresién
tridimensional (3D). Esta impresion se basa en la tecnologia de fabricacion aditiva que permite crear
objetos sélidos en 3D a partir de un modelo digital [1].

Los métodos de impresion 3D actuales pueden producir piezas en una sola operacion,
produciéndolas completamente ensambladas o, alternativamente, facilitando el proceso de
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ensamblaje [2]. Adem3s, los objetos se modelan e imprimen con un alto grado de control estructural
y espacial, creando y optimizando objetos que no se pueden construir con los procesos
tradicionales.

Esta tecnologia tiene amplias aplicaciones en diferentes campos [3]: automocién (produccidn de
repuestos, creacién de mecanismos de produccién); aeroespacial (creacidon de piezas complejas);
asistencia sanitaria (planificacion de operaciones, desarrollo de implantes y prétesis, bioimpresién
de tejidos, formacidon médica); venta al por menor (juguetes personalizados, uso en reparaciones
simples); etc.

La impresioén 3D esta expandiendo su uso en el campo de la salud gracias a la fabricacion de prétesis
médicas debido a la alta adaptabilidad de cada pieza creada a las caracteristicas exactas del paciente
[4]. La integracién de la impresién 3D y la biomimética promueve mejoras en la fabricacion de
materiales y estructuras funcionales, lo que supondra avances en diversas aplicaciones en la
industria biomédica [5,6]. La ingenieria de tejidos también ofrece soluciones muy interesantes para
la medicina regenerativa al combinar células, factores de crecimiento, biomateriales y tecnologia de
impresion 3D para producir construcciones bioldgicas con la forma deseada, dando asi lugar a la
bioimpresién 3D.

La bioimpresién 3D es un proceso de fabricacién de tejidos y drganos funcionales a partir de
biomateriales por medio de un software informatico que genera un modelo 3D. El proceso consiste
en la adicidn de sucesivas capas de biomaterial, con la dificultad afiadida de que, al ser material vivo,
debe realizarse en condiciones que aseguren la supervivencia y proliferacién de las células [7-9].

Para ello, en primer lugar, se digitaliza el tejido u 6rgano mediante alguna tecnologia de
procesamiento de imdagenes (resonancia magnética, ultrasonidos...) para generar un modelo 3D.
Posteriormente, este modelo digital se convierte a un archivo en formato Standard Triangle
Language (STL) o, en su defecto, al tipo de archivo que lee la bioimpresora que vayamos a utilizar.
Finalmente, la parte bioldgica consiste en la obtencidn y cultivo de las células. Este paso es clave, ya
gue requiere elegir las biotintas adecuadas para emular el tejido a fabricar. Una vez que se ha
impreso el tejido u drgano, se mantiene en la bioimpresora para que madure antes de que pueda
ser utilizado o estudiado [10].

La aplicacion de estas tecnologias de impresidn aditiva, por ejemplo, se ha disparado en popularidad
en el sector dental, que ha comenzado a utilizarlas en los ultimos afios. La Federacion Dental
Mundial (FDI) afirma que la salud bucal es primordial para el mantenimiento de la salud y el
bienestar general. Una denticidn sana y funcional es un indicador clave de la calidad de vida.

El objetivo de este trabajo es, en primer lugar, estudiar la imprimibilidad de diferentes materiales
con potencial para su uso en bioimpresion 3D. Para ello, se disefiaran herramientas mediante
impresion 3D que permitan la caracterizacion completa de diferentes materiales biocompatibles
mediante una bioimpresora 3D. Esto permitira cuantificar y estandarizar los resultados obtenidos al
poder controlar diferentes variables, como la humedad ambiental, la temperatura de impresién o
la cantidad de material impreso. El segundo objetivo es comparar los resultados obtenidos y
estudiar los usos de las estructuras de hidrogel y termoplastico obtenidas mediante tecnologias de
fabricacion aditiva (impresion 3D y bioimpresion 3D).
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Estas dos lineas de estudio estan cobrando cada vez mas importancia en el campo de la medicina.
Para llevarlos a cabo, se considerara la combinacién de la bioimpresion 3D con software
especializado en disefio asistido por ordenador (CAD), que permita fabricar estructuras 3D
biomiméticas.

4.4.2 Materiales y métodos

4.4.2.1 Materiales
En este estudio se utilizaron los siguientes materiales de origen:
» Liofilizador ColIMA

El colageno tipo 1 metacrilado (ColMA), suministrado por CELLINK, es un hidrogel hibrido, que se
obtiene mediante la adicion de grupos metacrilatos fotoactivos, lo que permite reticularlo mediante
la activacidn de un fotoiniciador para dotar al hidrogel de propiedades estructurales mejoradas [11].

> Fotoiniciador LAP

La sal de litio LAP trimetilbenzoilfosfinato es un fotoiniciador de radicales libres que se utiliza para
iniciar la reaccién de polimerizacion en cadena tras la exposicién a la luz y se combina con las
diferentes biotintas metacriladas, como ColMA o la gelatina metacriloilo (GelMA), para producir un
fotopolimero utilizado en bioimpresion [12]. El fotoiniciador LAP fue suministrado por CELLINK.

» Agentes de reconstitucion Ay P

El Agente de reconstitucién A es una solucion de acido acético para disolver y diluir biotintas CELLINK
liofilizadas que incluyen coldgeno en su composicion, como el liofilizado Coll1 y el liofilizado ColMA.
Las soluciones de coldageno reconstituido, en combinacion con el tampdn de coldgeno, hacen que la
biotinta sea isotdnica y el pH mas facil de neutralizar.

El agente de reconstitucidn P es ideal para disolver y diluir el liofilizado GelMA y el liofilizado de
metacrilato de acido hialurénico (HAMA) para la formulacidn de biotintas. Tener pH fisiolégico e
isotonicidad debido a su composicidon basada en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
tampdn HEPES, el Agente de reconstitucion P hace que la biotinta sea adecuada para aplicaciones
de cultivo celular.

Los agentes de reconstitucién Ay P fueron suministrados por CELLINK [13,14].
» Tampon de colageno

El tampdn de coldageno permite que tanto ColMA como Colll tengan las condiciones de pH
adecuadas para el cultivo celular.

La utilidad de los tampones, tanto en la regulacién del equilibrio acido-base en los organismos vivos
como en el trabajo de laboratorio, radica en la posibilidad de mantener la concentracién de iones
de hidrégeno (H+) dentro de limites muy estrechos. Gracias al rojo de fenol de su composicién,
permiten ajustar el pH para que sea el adecuado tanto a la viscosidad de la biotinta como a la
supervivencia celular.
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El tampdn de coldgeno fue suministrado por CELLINK [15].
» Hidroéxido de sodio (NaOH)

El hidroxido de sodio (NaOH) en lentejas fue suministrado por PanReac AppliChem[16]. Tanto NaOH
como HCl se usaron para ajustar la solucién a un pH apropiado [17].

> GelMA Liofilizado

GelMA Lyophilizate es un hidrogel hibrido a base de gelatina porcina que proporciona a las células
un medio éptimo para el crecimiento celular. Los enlaces de esta biotinta se modifican con grupos
metacrilatos para reticularse con un fotoiniciador cuando se exponen a la luz ultravioleta,
confiriendo una mayor capacidad estructural.

El liofilizado GelMA fue suministrado por CELLINK [18].
» Cellink START

CELLINK Start es un gel soluble en agua que se utiliza como material de soporte para estructuras
complejas, construcciones con porosidad en los tres ejes y construcciones cargadas de celdas. Este
gel se imprime a temperatura ambiente [19].

> HAMA Liofilizado

HAMA Lyophilizate es un hidrogel hibrido a base de acido hialurénico con metacrilato reticulable en
presencia de un fotoiniciador.

El liofilizado HAMA fue suministrado por CELLINK [20].
> PCL

La policaprolactona es un poliéster termoplastico lineal biodegradable de alto peso molecular con
un punto de fusion de 60°C y proporciona una estructura de refuerzo para construcciones de carga
de tejidos [21].

» Matrigel

Matrigel es un extracto derivado de un tumor murino de Engelbreth- Holm-Swarm (EHS) [22].
Contiene todos los componentes principales conocidos de muchas membranas basales de tejidos.
Es un sustrato muy util para el cultivo de células 3D en vivo y estudios para analizar vias de
diferenciacién, de desarrollo y patoldgicas, asi como para probar inhibidores/estimuladores de
estos procesos y para deteccién de drogas, pruebas de toxicologia o modelado de enfermedades
[23]. Este material se convierte en estado sdlido a 37°C.

4.4.2.2 Equipos
Se utilizd el siguiente equipo para la realizacién del trabajo:

(i) Impresora 3D Ender 3 Pro [24], que permite la impresion de numerosos tipos de filamentos, como
PLA, acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), entre otros.
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(ii) Bioimpresora BIO X [25], que estd equipado con tres cabezales intercambiables que permiten el
uso de hasta tres materiales o herramientas diferentes para la bioimpresion de tejidos.

(iii) Escaneo 3D Einscan-SE [26], que permite el escaneo dual, es decir, exploraciéon automatica y
exploracion fija.

(IV) Autograph AG IS, que es una maquina de ensayo universal para estudios de compresién y
traccion.

4.4.2.3 Meétodos

> Reconstitucion de liofilizado ColMa

Se afiadié el volumen deseado del Agente de reconstitucién A al vial de ColMA para lograr la
concentracion objetivo de la solucién madre (CS). Se afadié una barra de agitacion estéril para
mezclar suavemente durante la noche a 4 °C sin generar burbujas de aire. Se mezclé la cantidad
adecuada de tampdn de coldgeno y fotoiniciador. La mezcla se filtrd a través de filtros de jeringa de
0,22 um. La solucién de coldgeno se neutralizé en hielo agregando la mezcla a la cantidad adecuada
de solucién madre para obtener la concentracién final deseada. El pH se ajusté agregando NaOH 1
M hasta alcanzar un color indicativo de pH 6,9-7,3 y PBS, y la mezcla se homogeneizé para obtener
el hidrogel ColMa neutralizado. El contenido se transfirié a una jeringa.

> Reconstitucién de liofilizado GelMA

La cantidad deseada de fotoiniciador se disolvié en el volumen correspondiente de Agente de
reconstitucion P. La solucidn se filtré a través de filtros de jeringa de 0,22 um. La mezcla filtrada se
anadié al vial de GelMA Lyophilizate y la mezcla se calenté a 50 °C durante 60 min. El pH se ajustd
mediante el uso de NaOH o HCI al rango dptimo de 7,0 a 7,4. La solucién de GelMA se transfirié a
una jeringa.

> HAMA Liofilizado

La cantidad deseada de fotoiniciador se disolvié en el volumen correspondiente de Agente de
reconstitucién P. La solucidn se filtré a través de filtros de jeringa de 0,22 um. La mezcla filtrada se
anadié al vial de GelMA Lyophilizate y la mezcla se calenté a temperatura ambiente durante 60 min.
El pH se ajusté mediante el uso de NaOH o HCl al rango dptimo de 6,5 a 7,4. La solucién de HAMA
se transfirid a una jeringa.

4.4.3 Resultados

» Materiales de partida y formacion de hidrogel.

Los hidrogeles utilizados en este estudio fueron GelMA, ColMA, HAMA y Matrigel ya que son
capaces de obtener una mayor viabilidad o proliferacion celular en comparacién con otros. Ademas,
como referencia, se utilizdé un hidrogel soluble en agua estandar llamado CELLINK Start, que a
menudo se usa como material de sacrificio para construcciones debido a su facilidad de uso y
capacidad de impresién [27]. Ademas de los hidrogeles, se utilizé PCL, que es un termopldastico
hidréfobo y biodegradable compuesto de policaprolactona terminada en éster, como material de
andamiaje. GelMA al cinco por ciento y al 10 %, ColMA con una concentracion objetivo de 5 mg/ml
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y 10 mg/ml, y finalmente HAMA al 5 % se reconstituyeron siguiendo los protocolos proporcionados
por CELLINK.

Para saber cual de los hidrogeles utilizados en este trabajo es el mas adecuado para imprimir una
estructura biomimética, es necesario estudiar su imprimibilidad y algunas de sus
caracteristicas.[28]. De esta forma, podremos comparar el hidrogel que mejores garantias ofrece
con PCL. En otras palabras, podemos comparar entre la impresién 3D utilizando la tecnologia de
modelado por deposicion fundida (FDM) y la bioimpresién 3D utilizando la tecnologia FDM.

Para caracterizar los hidrogeles se utilizé una bioimpresora 3D BIO X en una cdmara que permite el
control de diferentes variables clave en el proceso de bioimpresidon [29], como la humedad
ambiental, la temperatura de impresidn, la temperatura de la cama sobre la que se deposita el
material impreso y la presién aplicada.

Teniendo en cuenta que una de las principales lineas de investigacién dentro de la bioimpresiéon es
la optimizacién de la tecnologia de impresidn 3D para la introduccidn de células en hidrogeles, cada
hidrogel fue bioimpreso en condiciones especificas que permitieron la maxima viabilidad celular,
con el objetivo de comparar cada hidrogel en su punto éptimo de imprimibilidad. al tiempo que
asegura la viabilidad celular del hidrogel.

» Método de la gota sésil

El angulo de contacto de una gota de hidrogel es una medida de la capacidad de un liquido para
humedecer la superficie de un sélido. Los valores de angulo entre 0° y 90° indican una superficie
hidrofilica humectable, mientras que un angulo entre 90°y 180°indica una superficie hidréfoba no
humectable [9,30].

Figura 4-21: Camara generada para aislar las gotas de los hidrogeles y permitir
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Figura 4-22: Obtencion del angulo de contacto en la interfaz sélido-aire.

Para realizar una correcta medicién del dngulo de contacto de la gota de hidrogel, se disefid y fabricé
un cubo con una de sus caras abierta de manera que en su base se pudiera colocar una placa de
vidrio u otro material que no genere absorcién de los hidrogeles. Este disefio evita la generacion de
sombras provocadas por la iluminacion de la estancia. Ademas, en la parte superior del cubo se
coloca un diodo emisor de luz (LED) para generar una iluminacion vertical sobre la gota de hidrogel
a analizar (Figura 3-22).

Las pruebas se realizaron en la interfaz sélido-aire y las imagenes del dngulo de contacto se tomaron
perpendiculares a la placa de soporte de gotas de hidrogel y luego se procesaron con el software
CAD. Se tomaron cuatro medidas con cada hidrogel para obtener una medida precisa y real (Figura
22).

Las superficies demasiado hidrofilicas (<35°) evitan las interacciones con las células, y las superficies
demasiado hidrofébicas (>80°) provocan la desnaturalizacién de las proteinas, por lo que los angulos
de contacto ideales para la biocompatibilidad se encuentran aproximadamente en el rango de 35°
a 80°, lo que se conoce como humectabilidad moderada [31].

Aunque esta prueba no es determinante para saber si el hidrogel va a presentar una correcta
viabilidad celular, si nos muestra, a un bajo coste econémico, otras caracteristicas interesantes:

(i) Presiédn que debe aplicarse para que se libere una gota de hidrogel. Cuanto mayor sea la cantidad
de presién generada, mayores seran las fuerzas originales dentro de la jeringa, por lo que puede
reducirse la supervivencia celular.

(ii) Viscosidad del hidrogel. Aunque esta prueba no nos permite cuantificar la viscosidad del hidrogel
ni su gelificacién, si nos permite predecir visualmente qué hidrogeles van a presentar un mayor
estado de gelificacidon. Esta es una caracteristica muy importante para obtener una correcta
imprimibilidad.

(iii) Humectabilidad del hidrogel. Estd relacionado con la adhesién celular y la propagacién [32].

157



ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

RESULTADOS

La Tabla 3-6 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 4-6: Resultados del angulo de contacto para hidrogeles estudiados.

Material Temperature [°C] Contact angle

Ambient 116

GelMA 5% 30 54
40 51
Ambient 120

GelMA 10% 30 109
40 37

9 32

ColMA (Cs=5)

15 31

9 45

ColMA (Cs=10)

15 46

9 46

Ambient 42

HAMA 5%

30 40

40 40

9 45

Matrigel

15 48

Tanto Matrigel como ColMA con diferentes concentraciones no pudieron ser analizados a la
temperatura de 25°C en la sala donde se realizé el experimento, ya que ambos se entrecruzaron a
una temperatura superior a 15°C. GelMA al diez por ciento a una temperatura de 40°C mostré un
angulo de contacto interesante, pero una temperatura de impresién superior a 37°C someteria a las
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células a un alto estrés que conduciria a la muerte celular. Los materiales a base de colageno tenian
una viscosidad muy baja por encima de los 30°C, lo que dificultaba su biocimpresidn. Por lo tanto, se
debe considerar su combinacién con otros materiales.

A la vista de los resultados de la Tabla 6, los hidrogeles mads interesantes para obtener una buena
viabilidad y proliferacién celular son GelMA al 5%, ColMA con una concentracidn diana de 10 mg/ml,
HAMA al 5% y Matrigel, por lo que el resto de hidrogeles, por presentar peores caracteristicas en
esta primera prueba, fueron descartados en este estudio.

Matrigel es un material que requiere baja temperatura para su mantenimiento, ya que polimeriza a
temperatura ambiente. Por lo tanto, su temperatura debe ser baja tanto cuando se realice el
método de la gota sésil como al usarlo como biotinta en la bioimpresora. Debido a su baja
temperatura de bioimpresion, este hidrogel no es adecuado para bioimpresién con carga celular,
pero los buenos resultados obtenidos en el método de gota sésil indican que es adecuado para la
carga posterior de células en la estructura generada por bioimpresora, porque los angulos de
contacto son entre 35° y 80°.

» Prueba de colapso de filamentos

El objetivo de esta prueba es analizar la deflexion del filamento de hidrogel a analizar para diferentes
distancias. Para ello se ha desarrollado una plataforma de las mismas dimensiones que una placa de
Petri, formada por pilares que se van separando progresivamente una unidad (figura 3-23).

Esta plataforma se disefid con Inventor, se imprimid con PLA y se recubrid con resina. Esta
plataforma, disefiada para ser colocado y ajustado a la cama de impresion de la bioimpresora BIO
X, nos permite controlar, para cada hidrogel analizado en este estudio, las condiciones en las que se
realiza el estudio, ya que la bioimpresora nos permite ajustar la cantidad de material extruido, la
velocidad de extrusion y colocacion en la plataforma, la temperatura y la presidn ejercida sobre la
jeringa que contiene la biotinta. De esta forma, este estudio puede ser facilmente reproducido por
cualquier centro de investigacién con acceso a una bioimpresora para comparar los resultados
(Figura 24).

=l Foal : il

Figura 4-23: Disefio de plataforma para la prueba de colapso usando Inventor. Fuente de elaboracién propia.
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Figura 4-24: Modelo final de la plataforma en forma de placa de Petri que se utilizara junto con una bioimpresora
para realizar la prueba de colapso mediante el control de los diferentes parametros influyentes en la bioimpresion
3D. Imagen obtenida con el software Inventor. Fuente: elaboracion propia.

Para determinar el area colapsada, se deposité un filamento de hidrogel sobre todos los pilares, y
se determind cudndo diferian mucho el drea tedricay el area real. De esta manera, la tasa de colapso

se puede obtener [33]:
[ C

At a 0
. t
A¢: Area total.

AS: Area generada después de depositar el filamento (4rea real).

Figuras 25y 26 muestran un ejemplo de como se realiza la prueba y una muestra de cémo quedaria,
respectivamente. Si el filamento no colapsa, coincidiendo el area real y el area total, el coeficiente
de colapso es 0%. La Tabla 3-7 muestra los resultados de la prueba.

Collapsed area
|

1

c
(Real greu)

Af

(Total area)

Hydrogel filament

11 11
[ Crs G- [

I Ty Ny By |
Cn Cp C Cp

Collapse index

Figura 4-25: Medicidon del area colapsada. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4-26: Ensayo de colapso de filamentos. La imagen de la izquierda muestra el hidrogel estandar y la imagen de
la derecha muestra el GelMA (5%). Fuente: elaboracién propia.

Para este estudio, y con base en los resultados del método de gota sésil que se muestra en la Tabla
3-6, se descartaron GelMA al 10% y ColMA con una concentracion objetivo de 5 mg/ml, ya que no
estaban dentro del rango de 35°-80° del método de gota sésil.

El uso de esta prueba, junto con la plataforma propuesta, nos permite cuantificar la deflexidn de los
hidrogeles, asi como analizar su capacidad para generar puentes y cual seria el puente mas grande
qgue podrian soportar, obteniendo asi un resultado inferido. para ser colocado y ajustado a la cama
de impresién de la

La Tabla 3-7 muestra que los Unicos hidrogeles que aseguran condiciones de resistencia al colapso
son el hidrogel estdndar y el GelMA al 5%, y que el hidrogel con peor resultado de colapso fue el
ColMA (Cs = 10).

Tabla 4-7: Prueba de colapso de filamentos probada en diferentes hidrogeles.

Hydrogel Cr1 Csr Cr3 Cry Cys Cse Csr Crs
CELLINK Start | O 0 0 0 243 564 |9.83 |10.302
ColMA 0 100 100 100 100 100 100 100
(Cs= 10)

HaMA 5% 0 0 100 100 100 100 100 100
GelMA 5% 0 0 0 0 0 2.49 3.59 7.33
Matrigel 0 0 100 100 100 100 100 100

Analizando el estado de gelificacion podemos obtener la imprimibilidad (Pr), que se define como:

Pr =

18

(2)

alr

. . 4T T 16
Iftheftgurezssquare—)C—E—>Pr— Z'E_l (3)
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Esta prueba también determina si el hidrogel tiene propiedades mecanicas suficientes para generar
una “cuadricula” o matriz de cuadrados o rectangulos de diferentes dimensiones, similar a la que se
muestra en Figura 3-28 [35]. Para realizar esta prueba, primero, el drea en mm? de la grilla fue
obtenido/disefiado, el cual serd referido como el valor tedrico. Posteriormente, se mide el area
bioimpresa real, que se denominara valor real, y se comparan ambos valores utilizando la
herramienta estadistica de la desviacidn estdndar. En paralelo, se puede determinar el valor de Pr.

Una vez conocidas las dimensiones de la matriz disefiada (valor tedrico), se utiliza un programa de
procesamiento de imagenes para obtener las dimensiones reales (valor real) que genera el hidrogel
al crear la matriz. Para este estudio se elimind el ColIMA (Cs = 10), por ser el que peores resultados
dio en la prueba de colapso del filamento (Cuadro 3). De los resultados en la Tabla 3-7, se puede ver
gue ni HAMA ni Matrigel gelifican adecuadamente, es decir, no tienen un Priguala 1 o cercanoa 1
para obtener una estructura biomimética compleja.

El GeIMA al 5% fue capaz de imprimir una cuadricula con angulos cercanos a los 90°C, aunque el
estado de gelificacién fue un poco alto ya que eran visibles pequefios codgulos de hidrogel. A la vista
de los resultados, sélo se cuantificé la “red” del GelMA al 5%, ya que, por un lado, el hidrogel
estandar es soluble en agua y por tanto no sirve para hacer una estructura biomimética que pudiera
ser utilizable, y por otro Por otro lado, el resto de los materiales no mostré un comportamiento
aceptable en las pruebas anteriores. Respecto al GelMA al 5%, la cuantificacion de la “grid” nos
ayuda a determinar si su estado de gelificacién, que es algo elevado, podria ser un problema para
generar estructuras biomiméticas.

Los cuadrados se midieron de izquierda a derecha y de abajo hacia arriba, comenzando con el
cuadrado de la esquina inferior izquierda, en la fila 1, y terminando con el cuadrado de la esquina
superior derecha, en la fila 5. Las medidas realizadas se tabulan en la Tabla 7, en el que no hay gran
diferencia entre el valor real y el valor tedrico.

Cabe sefialar que al imprimir el 5% GelMA con la bioimpresora, la cuadricula mas pequeiia de area
tedrica de 0,42 mm? capas superpuestas generadas y bioimpresién no se pudo realizar
correctamente. La diferencia entre el valor tedrico y el valor real en las medidas de area se debe, en
la mayoria de los casos, a que el hidrogel no lograba angulos perfectos de 90° y que en algunos
puntos se superponian varias capas de hidrogel generando pequeios desbordamientos.
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Low High Perfect
gelation gelation gelation

Figura 4-28: Matriz formada por cuadrados y rectangulos de diferentes dimensiones. Imagen obtenida con el
software Inventor. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 4-8: Resultados del estudio de imprimibilidad.

Hydrogel

CELLINK Start

HaMA 5%

GelMA 5%

Matrigel

State of gelation

Appropiate

Low

Appropiate/High

Low
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Tabla 4-9: Tabla resumen de la diferencia de los valores real y objetivo al realizar la prueba de rejilla.

Real value (mm?)

Theoretical value (mm?)

Standard deviation

0,42 2,55 1,51
4,26 5,10 0,59
Row 1
8,05 10,20 1,52
17,33 20,41 2,18
4,48 5,10 0,44
9,98 10,21 0,16
Row 2
17,52 20,41 2,04
36,33 40,83 3,18
6,50 7,65 0,81
14,66 15,31 0,46
Row 3
25,78 30,62 3,42
55,08 61,24 4,35
8,96 10,20 0,88
19,45 20,41 0,68
Row 4
36,23 40,83 3,26
74,40 81,66 5,13
10,36 12,76 1,69
23,71 25,52 1,28
Row 5
48,80 51,03 1,58
98,68 102,06 2,39
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» Estudio de imprimibilidad de termoplasticos

En este estudio, utilizamos PCL como un termopldstico no téxico debido a su buena
biocompatibilidad y lentas caracteristicas de biodegradacién. Esta ultima caracteristica es muy
interesante para los objetivos propuestos, ya que permitiria que nuestro andamio biomimético se
biodegradara a medida que se produce la regeneracion ésea. Ademas, se ha demostrado que PCL
mejora y promueve la regeneracion dsea [36].

Para comprobar la idoneidad de PCL para la bioimpresién y ver las diferencias significativas con
respecto a los hidrogeles, se utilizaron las pruebas mencionadas anteriormente. La Unica prueba
gue no se utilizdé es el método de gota sésil, que no proporciona ninguna informaciéon relevante
sobre los termoplasticos.

En la tabla 3-10 se muestran los resultados de la prueba de rejilla de impresion PCL, donde se puede
afirmar que se reprodujo la estructura previamente disefiada practicamente sin diferencia entre el
area tedrica y el area real. La prueba de colapso del filamento que se muestra en la Tabla 3-11
demuestra que PCL tiene una gran capacidad para generar puentes con una alta resistencia al
colapso. Ademas, mostré una muy buena imprimibilidad sin diferencia entre el valor tedrico vy el
valor real.
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Tabla 4-10: Tabla resumen de la diferencia de los valores real y objetivo al realizar la prueba de rejilla.
Real value (mm?) | Theoretical value (mm?) | Standard deviation
2153 2;55 0,01
5 5,10 0,07
Row 1
10,19 10,20 0,01
20 20,41 0,29
419 5;10 0,14
10,12 10,21 0,06
Row 2
20,14 20,41 0,19
40,9 40,83 0,05
7,7 7,65 0,04
15,25 15,31 0,04
Row 3
31 30,62 0,27
62,2 62,24 0,03
10 10,20 0,14
20,44 20,41 0,02
Row 4
40,82 40,83 0,01
81,62 81,66 0,03
12,71 12,76 0,04
25,55 25,56 0,01
Row 5
51 51,03 0,02
102,02 102,06 0,03

Tabla 4-11: Prueba de colapso de filamentos probada en los diferentes hidrogeles.

Material

Cr1 Csr Cs3

Cf4- Cf5

Cse

Csr

Crg

PCL
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» Resultados de la impresion de una estructura biomimética

Los buenos resultados, que solo se obtuvieron en la bioimpresidén del hidrogel a base de gelatina
(GelMA) después de seguir la metodologia de imprimibilidad, muestran que la estructura
bioimpresa tenia caracteristicas estructurales suficientemente aceptables para una estructura
compleja. Antes de intentar bioimprimir una estructura biomimética, se ajustaron los pardmetros
de velocidad, temperatura y presidn para asegurar la correcta bioimpresion de un andamio simple
con los diferentes hidrogeles creados. Posteriormente, utilizando el escdner 3D Einscan-SE, se
desarrollé un modelo digital de un ejemplo de estructura biomimética, en este caso un diente
humano (Figura 3-29).

Figura 4-29: Bioimpresion utilizando hidrogel GelMA al 5%. Fuente: elaboracion propia.

Como se muestra en la Figura 3-29, el hidrogel GelMA al 5% forma un diente con una forma fiable
con respecto al diente real. Después de la impresidn, se aplicd luz ultravioleta de 405 nm durante
30s para endurecer el hidrogel. La dureza de la estructura generada era muy baja, ya que no era
posible aplicar ninguna presion sin provocar una pérdida de su forma.

El PCL, por otro lado, muestra resultados de compresién muy aceptables, como se muestra en la
Figura 3-30. Por lo tanto, las caracteristicas de dureza no son un problema de este material, que
tiene una deformacioén insignificante cuando se aplica un rango de presiones.

Strength/strain

0,6
[ |

0,5

0,4

0,3

0,2 PCL

DEFORMATION (MM)

0 20 40 60 80 100 120 140
FORCE (N)

Figura 4-30: Deformacion del PCL bajo diferentes fuerzas aplicadas.

168



ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

RESULTADOS

La Figura 3-31 muestra el diente impreso con PCL después del estudio de compresién.

Figura 4-31: Diente impreso con PCL.

4.4.4 Conclusiones

En conclusidn, de todos los materiales utilizados en este estudio, PCL y el GelIMA al 5% son validos
para la metodologia propuesta y para la fabricacién de un andamio con forma biomimética. Aunque
los hidrogeles estudiados son mejores que los termopldsticos en términos de viabilidad celular, lo
gue indica la capacidad de introducir células en su interior durante el proceso de bioimpresion,
tienen propiedades mecanicas bajas para generar estructuras biomiméticas, ya sea por deficiente
gelificacion que conduce a una baja imprimibilidad o porque son incapaces de generar puentes sin
colapsarse.

Sélo el 5% de GelMa permitid la realizacion de estructuras complejas. estructuras complejas, ya que
superd todas las pruebas propuestas en este estudio. Tras bioimprimir una estructura en forma de
diente estructura en forma de diente, se comprobd que tiene gran capacidad para reproducir
estructuras sin causar problemas durante la impresion, pero la forma 3D de la estructura generada
cambiaria al aplicar fuerzas sobre ella.

El PCL, debido a su alta imprimibilidad, su alta resistencia, su capacidad de producir puentes sin
colapsarse, y sus ideales caracteristicas bioldgicas, es el mas interesante de todos los materiales
estudiados. Por otra parte, cabe sefialar que la bioimpresidon 3D, en combinaciéon con hidrogeles
hibridos presenta una mayor capacidad de evolucidn y un alto potencial en ingenieria tisular, por lo
qgue deberia ser el foco de nuestros esfuerzos en el desarrollo de esta metodologia. Ademas, el uso
de hidrogeles proporciona buenas propiedades de viabilidad celular al imitando mejor la matriz
extracelular de los diferentes tejidos del organismo, por lo que su mejora y desarrollo debe ser una
prioridad en el estudio de la bioimpresion.
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4.5 Relacion entre las propiedades reoldgicas de cizallamiento de las biotintas y los
parametros de bioimpresion
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Resumen

Debido a su extraordinario potencial para revolucionar la medicina regenerativa. Permite la
fabricacion mediante la deposicidn aditiva de productos bioquimicos, materiales biolégicos y células
vivas para la generacién de estructuras en bioingenieria. Existen diversas técnicas y biomateriales o
biotintas que son adecuados para la bioimpresién. Sus propiedades reoldgicas estan directamente
relacionadas con la calidad de estos procesos. En este estudio, se prepararon hidrogeles a base de
alginato utilizando CaCl, como agente reticulante idnico. Se estudid su comportamiento reolégicoy
se realizaron simulaciones de los procesos de bioimpresién en condiciones predeterminadas,
buscando posibles relaciones entre los parametros reoldgicos y las variables utilizadas en los
procesos de bioimpresidn. Se encontré una clara relacion lineal entre la presidn de extrusion y el
pardmetro reolégico de indice de consistencia de flujo, k, y entre el tiempo de extrusién y el
pardmetro reolégico de indice de comportamiento de flujo, n. Esto permitiria simplificar los
procesos repetitivos aplicados actualmente para optimizar la presion de extrusion y la velocidad de
desplazamiento del cabezal dispensador, ayudando asi a reducir el tiempo y el material utilizados,
asi como a optimizar los resultados de bioimpresion requeridos.

Palabras clave: Bioimpresion, Biotintas Reologia, Simulacién computacional, Dindmica de fluidos.

4.5.1 Introduccion

La evolucion de la tecnologia de deposicion de materiales capa a capa denominada impresién
tridimensional (3D) o fabricacidn aditiva [1] ha llevado a su aplicacién (como bioimpresion 3D) en el
ambito sanitario. La principal motivacién ha sido la limitada disponibilidad de érganos para
trasplantes [2]. La bioimpresién 3D es una tecnologia en constante desarrollo con el potencial de
revolucionar la medicina regenerativa [3].

La bioimpresion puede definirse como la deposicién de productos bioquimicos, materiales
bioldgicos y células vivas a través de la fabricacién aditiva para la generacidon de estructuras de
bioingenieria, que estan hechas de materiales biolégicos y bioldgicamente relevantes [4]. Permite
imprimir células, tejidos y drganos a voluntad en funcidn de las necesidades, aunque esta tecnologia
actualmente no esta lo suficientemente maduro como para imprimir estructuras para su uso en
humanos. Algunas de las aplicaciones mas buscadas son la bioimpresion de piel [5,6], tejido cardiaco
[7], injertos vasculares cartilago [8], y tejidos duros como el hueso [9,10].

En las técnicas de bioimpresién, generar la geometria deseada en modelos 3D mediante ingenieria
tisular es tan importante como la proliferaciéon celular en el paso posterior, ambos son la la
supervivencia del tejido impreso y su éxito funcional. funcional. La tecnologia de bioimpresion
elegida también influye en la estrategia adoptada para abordar el proceso de bioimpresién y la
seleccion de los materiales que se van a utilizar. Las técnicas de bioimpresion se clasifican en
técnicas de inyeccidn de tinta, microextrusion (u-extrusion) y técnicas asistidas por laser [11]. La
mas utilizada por la por la comunidad cientifica es la microextrusién [12]. razones por las que se
eligid esta tecnologia para la simulacion en el presente estudio.
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Un aspecto importante del proceso de bioimpresion es utilizar materiales que permitan reproducir
la matriz extracelular nativa (MEC) extracelular (MEC) nativa como medio para el desarrollo un
medio que tenga las propiedades bioldgicas, fisicas y mecanicas ideales para un buen proceso de
bioimpresién. propiedades bioldgicas, fisicas y mecanicas idéneas para un que emule el desarrollo
del sistema deseado. En concreto, la definicidn de bioink se atribuye a un biomaterial que contiene
una determinada carga celular.

Los materiales mas utilizados como biotintasas para fabricar estructuras 3D son polimeros,
ceramicas, lipidos, elastdmeros e hidrogeles [13]. Los hidrogeles se distinguen de los demas como
los materiales que mejor simulan la MEC y se han y se han consolidado como la opcién
practicamente universal para los procesos de bioimpresiéon [14-16].

Los biomateriales formados por cadenas poliméricas no suelen tienen muy buenas propiedades
mecanicas ya que no tienen estructuras 3D bien formadas. Esto suele remediarse aplicando un
proceso de reticulacion. Se trata de una reaccién en la que se forma una red tridimensional
entrelazando diferentes cadenas poliméricas lineales o poco ramificadas. Uno de los procesos mas
utilizados se basa en la reticulacion idnica [17], en la que la adicién de cationes multivalentes a la
solucion polimérica provoca una rapida gelificacion debido a la alta solubilidad de los cationes en
soluciones acuosas [18]. El agente de reticulacion mas utilizado con el alginato, por ejemplo, es el
cloruro célcico (cloruro de calcio). ejemplo, es el cloruro de calcio (CaCly).

La composicién final resultante de los hidrogeles influye directamente en la calidad de la
bioimpresién. influye directamente en la calidad de la bioimpresidn e indica los pasos para conseguir
una determinada estructura 3D. Por lo tanto, es necesaria una caracterizacion reoldgica exhaustiva.
Gracias a la reologia, se puede analizar el comportamiento de los fluidos, y los distintos parametros
obtenidos permiten clasificarlos, conocer sus propiedades y predecir sus aplicaciones. Asi, un
hidrogel especifico, como el alginato, se considera tixotrépico [19-22], viscoeldstico [23-25] y con
adelgazamiento por cizallamiento [26-30].

Estas propiedades resultan muy interesantes para la bioimpresién. Un hidrogel imprimible ideal
deberia ser altamente tixotrépico, lo que significa que la viscosidad del hidrogel disminuye
rapidamente cuando se aplica una fuerza de cizallamiento, pero se recupera rapidamente una vez
eliminada la fuerza de cizallamiento. También es importante saber cdmo se comporta la viscosidad
cuando el hidrogel se seca antes de empezar a imprimir la siguiente capa [31].

El comportamiento viscoelastico favorecera que el fluido mantener las propiedades de
desplazamiento tipicas de un fluido a la vez que tiene las propiedades estructurales de un sélido
elastico. En De esta forma, serd capaz de fluir cuando se aplique una deformacién, lo que permitira
realizar el proceso de extrusidn extrusidn, recuperando ademads parte de la energia absorbida
debido a las caracteristicas del sélido elastico para formar una estructura 3D consistente.

Los fluidos pseudopldsticos se vuelven menos viscosos cuando se aplica una fuerza de deformacién.
cuando se aplica una fuerza deformadora. Esto implica que cuando el hidrogel se somete a presién
en la bioimpresora, esta deformacién del fluido, reduciendo su viscosidad y, por tanto, el fluido fluye
mas facilmente por la boquilla de impresion.

Una vez que el fluido ha sido extruido, ya no esta sometido a la fuerza de deformacion y vuelve a su
consistencia viscosa.
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Los fluidos con esta propiedad de adelgazamiento por cizallamiento se rigen por el modelo
matematico de la ley de potencia de Ostwald-de Waele de Ostwald-de Waele [32]. La ecuacidn
representada en escala lineal o logaritmica se muestra en la Ecuacion I:

T =k (y)"orlog(z) =log(k) + n-log(y) (1)

Donde T y y son el esfuerzo cortante y la velocidad de corte, respectivamente. Estas variables
estdn, a su vez, relacionadas con la viscosidad del fluido, y k y n son los parametros reolégicos del
modelo que representan la consistencia del flujo y los indices de comportamiento del flujo,
respectivamente. El indice, n, sirve para clasificar los fluidos en funcién de su comportamiento, de
forma que, si n es igual a la unidad, se dice que el fluido tiene un comportamiento newtoniano, y
cuando es menor que la unidad, el fluido presentara propiedades de cizallamiento-adelgazamiento.

De lo anterior se deduce que las propiedades reoldgicas estan directamente relacionadas con la
calidad de la bioimpresién. Sin embargo, el tratamiento y la deduccion matematica de la geometria
de bioimpresién y las condiciones de aplicacién para cada tipo de hidrogel constituyen un proceso
largo y tedioso. Esto ha llevado a utilizar cada vez mds los recursos que proporciona la simulacién,
con la que se pueden realizar calculos complejos a gran velocidad, acortando los tiempos de célculo
y reduciendo o simplificando los ensayos rutinarios.

Las simulaciones por ordenador utilizan técnicas matemadticas que permiten imitar el
comportamiento de practicamente cualquier proceso. También permite estudiar el
comportamiento de sistemas reales mediante la construccion de modelos que consiguen imitar el
escenario deseado. En el presente estudio, utilizamos el paquete de software multifisico COMSOL.
COMSOL. Esto permite definir el modelo en términos geometria, las restricciones y las condiciones
fisicas del fluido. del fluido. Aplica un mallado adaptativo que permite resolver el problema
mediante el método de los elementos finitos.

En resumen, el propdsito de este estudio era formar y caracterizar diferentes hidrogeles a base de
alginato, determinar y catalogar sus pardmetros de comportamiento reoldgico y finalmente simular
procesos de bioimpresidn bajo determinadas condiciones. Se pretendia analizar la posible existencia
de relaciones entre los pardmetros parametros reolégicos o comportamiento del hidrogel y los
parametros de los procesos de bioimpresidn utilizados.

4.5.2 Materiales y métodos

4.5.2.1 Reconstitucion del hidrogel

Se seleccionaron y utilizaron hidrogeles a base de alginato, porque son los hidrogeles mas utilizados
por la comunidad cientifica para la bioimpresidn [12]. Se eligieron las proporciones de 3,5%, 4,0% y
5,0%, combinadas con 3,5% de CaCly, para estudiar la influencia de estas variaciones, ya que estas
proporciones se utilizan habitualmente.

Los principales materiales para reconstituir el biomaterial fueron alginato liofilizado, un agente de
reconstitucion de tipo M (se prepard una solucidon tampon para que la solucién final tuviera pH
fisiolégico, haciendo que la biotinta resultante fuera apta para cultivo celular) y el agente reticulante
idnico CaCly, todos ellos de la marca Cellink®.
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El protocolo seguido para conformar el hidrogel a base de alginato hidrogel con agente reticulante
idnico CaCl, comienza por preparando 2 ml del agente reconstituyente M. Esta solucion se mezcld
con 70 mg de CaCl; para alcanzar una proporcién de 3,5% p/v. Una vez mezclada, la solucidn se filtro
en un tubo Falcon estéril de 15 ml utilizando una jeringa y un estéril de 0,22 um. A continuacién, se
mezclaron 2 ml de la solucidn filtrada con 100 mg de alginato liofilizado, previamente templado a
temperatura ambiente, para obtener el hidrogel a base de alginato al 5% p/v. Esta mezcla se agito
con un agitador magnético a temperatura ambiente durante 1 h o hasta la completa disolucion del
material liofilizado. completamente disuelto. Para obtener hidrogeles en otras proporciones, se
modificaron las proporciones correspondientes y se mezclaron correspondientes.

Una vez formado el hidrogel, se midié el pH y se ajusté dentro del rango fisioldgico de entre 7,0 y
7,4. El pH también es un factor importante para obtener la viscosidad adecuada del material. Los
materiales resultantes se enumeran en la Tabla 3-12.

4.5.2.2 Caracterizacion reoldgica

Las propiedades reoldgicas de los hidrogeles se determinaron con un redémetro rotacional
(Discovery DHR 2, TA Instruments), utilizando una placa paralela de 40 mm con una separacion de
550 um. Antes de la prueba, las muestras se dejaron en reposo durante 5 minutos para que
alcanzaran el equilibrio mecanico y térmico.

Los experimentos de viscosidad de cizallamiento se llevaron a cabo con velocidades de cizallamiento
entre 0,01 y 1000 s, a una temperatura de 37°C, para obtener la relacién matemética entre el
esfuerzo cizallamiento y la velocidad de cizallamiento vy, por tanto, la viscosidad dinamica de los
hidrogeles. de los hidrogeles.

4.5.2.3 Modelado

Se utiliz6 COMSOL multiphysics para construir un modelo axisimétrico 2D axisimétrico en 2D junto
con un nivel de flujo bifasico de flujo bifdsico. Partimos del modelo real (Figura 3-32) que consiste
en la unién de la jeringa que contiene el biomaterial, donde la bioimpresora ejerce presién, la
boquilla (modelo 22G, Cellink®), y la zona de extrusién de aire en condiciones ambientales. La
geometria se modelé trapezoides, rectangulos y elipses, teniendo en cuenta las diferentes
diferentes subdivisiones de la zona de extrusién para obtener una malla adaptativa.

Tabla 4-12: Composition and pH of the hydrogels used.

Nomenclatura hidrogel % alginato % cloruro calcico pH
Alginato 3.5% (3.5% CaCl) 3.5 3.5 7.23
Alginato 4.0% (3.5% CaCl,) 4.0 3.5 7.21
Alginato 5.0% (3.5% CaCl,) 5.0 3.5 7.19
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Figura 4-32: (A) Modelo real. (B) La representacion multifisica COMSOL.

4.5.2.4 Dominiosy condiciones limite

El modelo considera dos ambitos. El primero se refiere a la unidn de la jeringa y la boquilla donde
se encuentra el biomaterial, y el segundo al exterior de la boquilla en la zona de extrusidn.

Los parametros caracteristicos de los materiales se configurados en los dominios seleccionados. En
el de la jeringa y la boquilla, se especificaron las densidades y pardmetros reoldgicos
correspondientes, y en el segundo dominio, las condiciones del aire. Los parametros reolégicos se
obtuvieron mediante ensayos de caracterizacidn reoldgica y un ajuste a la ley de potencia
newtoniana (Ecuacion 1), donde k y n son los parametros reolégicos del modelo, que representan
los indices de consistencia y comportamiento del flujo, respectivamente.

Ademas, los bordes de las geometrias correspondientes a la entrada, la salida, las paredes y la
interfaz inicial del sistema se definieron en las condiciones de contorno.

4.5.2.5 Malla

Para las simulaciones del modelo se cred una malla 2D de tipo triangular, optando por un mallado
adaptativo ya que este tipo permite obtener resultados de mayor resolucion en la zona de extrusion
del biomaterial y un mallado mads grueso para las zonas, donde no se requieren resultados medibles
o de precision, reduciendo asi reduciendo asi la carga computacional de la simulacidn.

4.5.2.6 Simulacion

Se realizaron numerosas simulaciones para los diferentes materiales, variando la presion de entrada
del sistema, que presion ejercida por la bioimpresora sobre el biomaterial. sobre el biomaterial. El
intervalo de presiones utilizado fue de 400 kPa a 1200 kPa, reflejando resultados muy diferentes

para los distintos biomateriales estudiados.
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Estas simulaciones proporcionaron resultados tales como la fracciéon volumétrica de fluido en la
extrusion. A bajas presiones se produce el desprendimiento de una gota, contrariamente al caso a
altas presiones. Por esta razdn, la presién de entrada correspondiente a alcanzar el limite de
desprendimiento de la gota para cada biomaterial.

La velocidad de desplazamiento del cabezal dispensador es otra variable de la bioimpresora que
debe controlarse, ya que cuanto mas rdpido sea el desplazamiento, mas fina serd la linea de linea
de impresién, y viceversa. Para ello, una vez definidas y ajustadas las presiones estdn definidas y
ajustadas, el tiempo de extrusion con el que las muestras dan como resultado una geometria similar,
es decir alcanzando un determinado espesor o nivel, se obtiene. De este modo determinar la rapidez
o lentitud con que se extruye cada material, y esto puede relacionarse con la velocidad de
desplazamiento del cabezal. velocidad de desplazamiento del cabezal.

4.5.3 Resultados y discusion

Los hidrogeles a base de alginato se prepararon con CaCl, con distintas concentraciones de alginato
(Tabla 3-12). Las muestras eran de color amarillento claro y transparente. Se utilizaron numerosas
muestras de hidrogeles Se utilizaron numerosas muestras de hidrogeles y se realizaron pruebas
preliminares variando la composicién y las proporciones de CaCl; y alginato. la composicién y las
proporciones de CaCl; y alginato.

En algunos casos, los hidrogeles no mostraron diferencias significativas en su comportamiento
reolégico. en su comportamiento reoldgico. Por lo tanto, para beneficio de una mejor
representatividad y claridad computacional computacional, se muestran los resultados de los
hidrogeles que ofrecieron relevantes.

4.5.3.1 Caracterizacion reoldgica

Las curvas de flujo en estado estacionario mostraron que los hidrogeles a base de alginato a base
de alginato dependian de la velocidad de cizallamiento y comportamiento de adelgazamiento
caracteristico de los fluidos con adelgazamiento por cizallamiento. Las tres curvas de viscosidad
mostraron tendencias similares (Figura 3-34), pero la viscosidad aparente aumenté al aumentar la
proporcién de alginato.

A modo de ejemplo, la Figura 3-32 muestra un grafico de la tension de cizallamiento frente a la
velocidad de cizallamiento para la muestra de alginato al 4%. Se observa que los hidrogeles
muestran una evolucién de cizallamiento marcadamente decreciente que se ajusta a una ley de
potencia newtoniana. A partir del ajuste correspondiente, se pueden determinar los pardmetros, es
decir, el indice de consistencia, k, y el indice de comportamiento, n, que caracterizan el
comportamiento de la viscosidad del fluido. Estos, junto con el dato correspondiente a la densidad
de los hidrogeles, constituyen los valores representativos del comportamiento de los materiales
utilizados en la simulacidn.
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Figura 4-33: Respuesta del hidrogel de alginato al 4,0% (p/v) y CaCl2 al 3,5% (p/v).
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El indice de consistencia del flujo, k, aumenté y el indice de comportamiento del flujo, n, disminuyd
con el aumento del porcentaje de alginato (Tabla 3-13). Asi, cuanto menor es el porcentaje de
alginato, mas se aproxima el indice de comportamiento a la unidad, comportamiento tipico de un
fluido newtoniano. Esto es atribuible a las propiedades e influencia de la proporcién de agua
presente en las muestras. La densidad de los hidrogeles también aumenté ligeramente con el

aumento del porcentaje de alginato.
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Figura 4-34: Viscosidad frente a la velocidad de cizallamiento de los hidrogeles a base de alginato al 3,5%, 4,0% y

Tabla 4-13: Densidad del hidrogel y parametros de la ley de potencia (ecuacion 1).

5,0% (p/v), todos ellos con un 3,5% de CaCla.

Hydrogels Density (kg/m?) k n
Alginate 3.5% (3.5% CaCl,) 1009.9 0.05321 | 0.92846
Alginate 4% (3.5% CaCly) 1010.8 0.32461 | 0.87092
Alginate 5% (3.5% CaCly) 1016.6 2.10303 | 0.75444
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4.5.3.2 Simulacién computacional

El objetivo era relacionar los datos reoldgicos que caracterizan a los hidrogeles con aquellos
pardmetros de simulacidn que tienen una posible relacidn con los programados en la bioimpresora.
Para ello, fue necesario crear un modelo de la bioimpresora utilizando el paquete de software
COMSOL Multiphysics, tal y como se ha descrito anteriormente.

En primer lugar, se estableci6 una malla adaptativa para lograr un equilibrio entre una buena
resolucidon del modelo y una carga computacional aceptable, con el fin de diferenciar la fraccién
volumétrica del hidrogel de la del aire. El tiempo de simulacion oscilé entre 6 y 10 horas.

Se observé que para presiones bajas (en torno a 200 kPa) la muestra creaba una gota a la salida de
la boquilla que acababa cayendo. Sin embargo, para presiones altas (alrededor de 5000 kPa), se
creaba un flujo uniforme que terminaba depositdndose en el lecho de bioimpresion simulado. Por
lo tanto, para poder comparar las presiones a las que los hidrogeles mostraban este
comportamiento, se buscé el limite de desprendimiento de las gotas.

Para poder comparar los resultados de la extrusion de los diferentes hidrogeles, fue necesario
aplicar diferentes presiones a la entrada en el rango de 650-1000 kPa, y analizar las geometrias de
los patrones de extrusion resultantes para que fueran similares entre si. La figura 3-35 muestra los
resultados mds significativos de las muestras con diferentes porcentajes de alginato y CaCl,.

Alginate 3.5% + CaCl2 Alginate 4% + CaCl2 Alginate 5% + CaClz

IRILIRIL]

900 kPa 950 kPa 1000 kPa 850 kPa 900kPa 930kPa 950 kPa 550 kPa 650kPa 750 kPa 900 kPa

Figura 4-35: Fraccidn volumétrica en la zona de extrusién de la boquilla de los diferentes hidrogeles para diferentes
presiones de entrada. El rojo oscuro representa el hidrogel y el azul oscuro la presencia de aire.

Las observaciones y los datos muestran que el limite de desprendimiento de las gotas se produce a
presiones mas bajas cuanto mayor es el porcentaje de alginato en las muestras. En particular, la
muestra con 5% de alginato mas CaCl, necesita menos presion que la de 4% mas CaCl, para alcanzar
el limite de desprendimiento de las gotas. Ademds, se observa que las muestras con mayor
porcentaje de alginato presentan un cambio en el comportamiento de extrusién menos sensible a
la presién que las de menor porcentaje. En concreto, cuando la presién en la entrada aumenta en
50 kPa, la muestra con un 5% de alginato experimenta una menor variacion en la geometria de
extrusion que la mostrada por las muestras con un 4%y un 3,5% de alginato. Esto es coherente con
el aumento de la viscosidad al aumentar el porcentaje de alginato.

Comparando las geometrias de extrusion de los diferentes hidrogeles en el limite de
desprendimiento de las gotas que son mas similares (Figura 35), se obtienen las presiones que seria
necesario aplicar a cada biomaterial para conseguir el mismo flujo de bioimpresion.
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Otra de las variables de la bioimpresora que hay que controlar es la velocidad de desplazamiento
del cabezal: cuanto mas rapida es la velocidad, mas fina es la linea de impresién que se deposita.

Por esta razén, se determind el tiempo de extrusién al que se alcanza la marca de 3 mm de altura
(escala de ordenadas en la Figura 3-36 para muestras definidas con las presiones ajustadas de modo
gue dieran lugar a geometrias similares. A continuacion, se averiguaria cuanto mas rdpido o lento
se realiza la extrusion, lo que podria relacionarse con la velocidad de movimiento del cabezal.

Time=0.3%5  Arez Velumetric fraction of fluid 1 (I} Time=0.78 drez: Volumetric fraction of fluid 1 (1) Time=141 Area Volumetric fraction of fluid 1 {1}
Centour line: Velumetric fraction of fluid 1 (1} . Contour line: Volumetric fraction of fluid 1 {1} Contour line: Volumetric fraction of fluid I {1}

. . b N

| I . | I - ‘

Figura 4-36: Tiempo de extrusion para alcanzar la marca de 3 mm en muestras de hidrogel con 3,5% de alginato con
CaCl2 a una presion de entrada de 950 kPa (a), de hidrogel con 4% de alginato con CaCl: a una presion de entrada de
930 kPa (b), y de hidrogel con 5% de alginato con CaCl: a una presién de entrada de 750 kPa (c).

Los tiempos necesarios para pasar la marca se fijaron en 0,395 segundos para la muestra de alginato
al 3,5%, 0,780 segundos para la muestra de alginato al 4% y 1,610 segundos para la muestra de
alginato al 5%. En otras palabras, para conseguir el mismo grosor de linea en la muestra de alginato
al 4%, es necesario aplicar 1,97 veces la velocidad definida para la muestra al 3,5%, y 4,07 veces
para la muestra de alginato al 5%.

Los pardmetros de presion y tiempo resultantes relacionados con la bioimpresién para los diferentes
hidrogeles se enumeran en la Tabla 3-14.

Tabla 4-14: Parametros relacionados con la bioimpresion de los hidrogeles.

Hydrogels Pressure (kPa) | Time (s)
Alginate 3.5% (3.5% CaCly) 950 0.395
Alginate 4% (3.5% CaCl>) 930 0.780
Alginate 5% (3.5% CaCl>) 750 1.610
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4.5.3.3 Relacidon entre los parametros reologicos y la bioimpresion

Una vez caracterizados y obtenidos los parametros reoldgicos de los hidrogeles (Tabla 13) y hallados
los valores relacionados con la bioimpresién para extrusidon similar de los distintos biomateriales
(Tabla 14), se buscé la posible existencia de una relacion entre los mismos.

En primer lugar, se buscé una relacidn entre la presién aplicada por la bioimpresora a la entrada y
el indice de comportamiento de flujo, n, presentado por las distintas muestras. La figura 37 muestra
un ajuste rectilineo de esta relacion.

950 - pd
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©
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5 e Weight Mo Weighting
a Intercept -150.77309 £ 25
o Slope 1206.9446 £ 20
D‘__ Residual Sum of 136642166
800 Pearson's r 097144
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Performance index (n)

Figura 4-37: Relacion entre la presion aplicada por la bioimpresora a la entrada del sistema y el indice de
comportamiento al flujo, n, presentado por los biomateriales estudiados.

Como puede verse en la Figura 3-37, el ajuste lineal no es suficientemente aceptable para afirmar
gue existe una relacién clara entre ambos parametros. Del mismo modo, se buscé una relacion
entre esta presion y el segundo parametro reolégico obtenido, es decir, el indice de consistencia, k
(véase la Figura 3-38).
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Figura 4-38: Relaciéon entre la presidn aplicada por la bioimpresora a la entrada del sistema y el indice de
consistencia de flujo, k, presentado por los biomateriales estudiados.

De acuerdo con la Figura 3-38, que muestra un buen ajuste lineal para dichos parametros, se puede
decir que el parametro reoldgico del indice de consistencia, k, estad directamente relacionado con la
presidon que la bioimpresora debe aplicar al biomaterial para su extrusién. De esta forma, con un
solo ensayo reolégico que utilice 0,620 ml de material es posible determinar la presion de entrada
gue permitird una buena bioimpresién con cualquier biotinta. Actualmente, se suele aplicar una
técnica de ensayo y error para encontrar dicha presién de entrada, lo que conlleva una gran cantidad
de biomaterial desperdiciado. Aplicando la relacidn presentada anteriormente, se puede reducir la
cantidad de material y el tiempo empleado.

El segundo parametro que pretendemos relacionar es la velocidad de desplazamiento del cabezal
dispensador que permite que la linea de material extruido tenga el espesor deseado. Esta variable
estd ligada al tiempo de extrusién reflejado en la Tabla 14, y se buscé la posible relacién con los
pardmetros reoldgicos antes mencionados.

La Figura 3-39 representa el tiempo de extrusiéon frente al parametro reoldgico indice de
consistencia, k. No se aprecia una relacién claramente concluyente.
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Figura 4-39: Relacion entre el tiempo de extrusion del hidrogel y el indice de consistencia, k, presentado por los
biomateriales estudiados.

Por ultimo, se buscé la posible relacidn con el parametro reolégico indice de comportamiento, n.
Como se puede observar en la Figura 3-40, existe una clara relacién lineal entre el tiempo de
extrusion (y por tanto la velocidad de desplazamiento del cabezal) con el indice de comportamiento,
n. A través de esta relacidn, con un solo ensayo reoldgico es posible calcular la velocidad equivalente
para diferentes biomateriales para conseguir el mismo grosor de linea en el proceso de
bioimpresién.
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Figura 4-40: Relacidon entre el tiempo de extrusidn del hidrogel y el indice de comportamiento, n, que presentan los
biomateriales estudiados.

185



ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

RESULTADOS

4.5.4 Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en este estudio, en el que se caracterizé reoldgicamente y se
simuld el comportamiento de diferentes hidrogeles a base de alginato con 3,5% de CaCl;, se
extrajeron las siguientes conclusiones:

Los hidrogeles a base de alginato con agente reticulante, compuestos por 3,5%, 4,0% y 5,0% (p/v)
de alginato y 3,5% (p/v) de CaCl,, muestran un comportamiento tipico de un fluido pseudoplastico
no newtoniano. Ademas, la viscosidad y la densidad aumentan con el incremento de la proporcién
de alginato.

Estos hidrogeles presentan un indice de consistencia de flujo, k, que aumenta con la proporcién de
alginato, y un indice de comportamiento de flujo, n, que disminuye. Asi, cuanto menor es la
proporcién de alginato, mds se aproxima a la unidad el indice de comportamiento, n, es decir, mas
se corresponde con el comportamiento fluido newtoniano.

Una bioimpresion correcta requiere encontrar una presién de extrusién éptima. Por una parte, los
hidrogeles extruidos a baja presién dan lugar a gotitas que se liberan posteriormente. Por otro lado,
si la presién de extrusion es excesiva, la velocidad a la que sale el fluido es tan alta que produce
salpicaduras al depositarse sobre la placa. Asimismo, los hidrogeles con menor proporciéon de
alginato presentan una mayor sensibilidad a la presién aplicada en la entrada, por lo que, al
aumentar la presién en rangos menores, presentan una mayor variacién en el flujo de extrusion, a
diferencia de lo que ocurre con las muestras de mayor porcentaje de alginato.

Los biomateriales con menores porcentajes de alginato necesitan mayores presiones de
bioimpresién para conseguir un flujo uniforme. Con ello, los tiempos de extrusiéon, que estan
directamente relacionados con la velocidad de desplazamiento del cabezal necesaria para conseguir
un determinado grosor de linea, son menores que los de los hidrogeles de mayor porcentaje de
alginato.

Se ha comprobado que existe una clara relacidn lineal entre la presién que debe aplicarse al
biomaterial a la entrada del sistema y el parametro reoldgico indice de consistencia de flujo, k.
Asimismo, también existe una relacidn lineal entre el tiempo de extrusion, relacionado a su vez con
la velocidad de desplazamiento del cabezal dispensador, y el parametro reolégico indice de
comportamiento de flujo, n. Esto permite reducir y simplificar los procesos actualmente repetitivos
empleados para optimizar la presién de extrusién y la velocidad de desplazamiento del cabezal
necesarias para conseguir los resultados de bioimpresion requeridos.
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4.6 Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion 3D
(U202300008)

4.6.1 Objeto de la invencién

El objeto de la presente invencion se engloba en el campo de la bioingenieria y la salud, para la
caracterizacion de los materiales utilizados en la bioimpresién de estructuras biomiméticas. Mas
concretamente, se describe un dispositivo capaz de caracterizar los materiales usados en la
bioimpresién 3D, bajo unas condiciones controladas de temperatura, presiéon, humedad y CO,
generando un informe sobre las propiedades a tener en cuenta para generar estructuras
bioimpresas.

De esta forma, ademas de caracterizar propiedades mecdnicas del hidrogel en un entorno estéril
adecuado para la posterior incorporacion de células, informa de las condiciones 6ptimas de presién
y temperatura aplicadas a dicho hidrogel para que la extrusion sea correcta.

4.6.2 Problema técnico a resolver y antecedentes de la invencion

La bioimpresion 3D es un proceso de fabricaciéon de tejidos funcionales y érganos a partir de
biomateriales, por medio de un software computarizado que genera un modelo 3D. El proceso
consiste en la adicion de capas sucesivas de biomaterial, con la dificultad afiadida de que, al tratarse
de material vivo, debe realizarse en unas condiciones que aseguren la supervivencia y proliferaciéon
de las células. Es por ello que los materiales utilizados deben tener un equilibrio entre imprimibilidad
(o fidelidad de forma) y biocompatibilidad, de manera que la estructura generada posea suficiente
estabilidad estructural a la vez que garantiza una alta viabilidad celular.

Debido a estos condicionantes y a que los biomateriales comerciales usados en la bioimpresién 3D
tienen un alto coste, se hace necesario llevar a cabo una correcta caracterizacién de los mismos que
permita, en primer lugar, analizar la utilidad del biomaterial para los objetivos, y, en segundo lugar,
asegurar mediante la aplicacidn de unas condiciones de contorno bien definidas una correcta
bioimpresidn 3D de la estructura previamente disefada.

La eleccidon de los biomateriales usados en bioimpresién 3D es compleja debido a que deben poseer
propiedades muy especificas. Normalmente suelen usarse hidrogeles, polimeros hidréfilos y
reticulados, que pueden absorber e hincharse en agua y biofluidos, y transformarse en redes
tridimensionales insolubles que les confieren propiedades elasticas cuando se someten a diferentes
tensiones durante la bioimpresién. Pueden estar compuestos de materiales naturales, sintéticos o
hibridos. Ademas, deben asegurar una correcta viabilidad celular e integridad estructural cuando se
ven sometidos a condiciones de contorno especificas.

Antes de iniciar el proceso de bioimpresiéon 3D de estructuras, lo cual supone un gasto elevado de
recursos, se deben realizar ciertos ensayos para determinar la estabilidad de los hidrogeles. Lo mas
comunes son los estudios de reometria y viscosidad y los ensayos de viabilidad celular.

El principal problema radica en que esos ensayos requieren de un equipamiento muy caro que
consume gran cantidad del material a estudiar.
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Actualmente los dispositivos mas empleados para analizar la idoneidad de los hidrogeles son los
redbmetros.

Los redmetros son instrumentos de medicidn muy precisos que pueden determinar y analizar el
comportamiento de diferentes materiales en procesos de deformacién y flujo. Con el conocimiento
de estos datos, seria posible determinar qué hidrogel tiene las mejores caracteristicas de
imprimibilidad para las condiciones de impresidén que se van a utilizar de forma muy especifica. La
desventaja de utilizar equipos de medicién como redmetros o viscosimetros es su elevado precio,
gue puede estar fuera del alcance de muchos equipos de investigacion que deseen determinar la
imprimibilidad de los hidrogeles a estudiar, asi como la necesidad de gastar grandes cantidades de
hidrogel, normalmente a un coste elevado, para llevar a cabo su estudio. Ademas, los redmetros no
aseguran una correcta reproducibilidad de resultados, debido a que analizan el material objeto de
estudio sin salvaguardar las condiciones de contorno a la que debe ser sometido el hidrogel cuando
se le introduzcan células en su interior.

Por otro lado, las bioimpresoras son dispositivos que permiten imprimir los hidrogeles, pero no
analizar la imprimibilidad ni la capacidad estructural de los biomateriales comunmente utilizados
para la bioimpresion.

Es por ello que actualmente no existe una normativa de caracterizacién en la bioimpresién 3D, por
lo que se requiere de un dispositivo capaz de analizar los biomateriales usados en bioimpresion, con
el objetivo de obtener valores de imprimibilidad y capacidad estructural, asegurando las condiciones
de esterilidad para las pruebas de viabilidad celular y salvaguardando las condiciones de contorno
Optimas para el proceso de bioimpresion, para poder analizar su potencial de uso en la bioimpresidon
de tejidos biomiméticos. Se hace también necesario que todo el proceso de caracterizacidon se
realice con una baja cantidad de material gastado para conseguir una optimizacién del uso de
recursos, y que los resultados del proceso de caracterizacion sean reproducibles y normalizables,
asegurando que esos mismos resultados puedan ser reproducidos para el mismo material con
independencia del lugar de realizacién del ensayo.

En la bibliografia se encuentran articulos que explican el uso de determinadas invenciones aplicadas
al analisis de biomateriales, pero no realizan estudios especificos para bioimpresidn ni controlan las
condiciones de contorno que generan cambios significativos en los hidrogeles.

Algunos dispositivos, como el descrito en el documento ES 2 603 603 B1, estan basados en la
medicién de las propiedades viscoelasticas de los materiales analizados, sin el control de las
condiciones de contorno, siendo necesarios para el andlisis de la bioimpresidn otros analisis como
el de imprimibilidad en ambientes controlados.

Asi mismo, el documento ES 2 928 610 A1 describe un dispositivo utilizado para la bioimpresiéon de
hidrogeles con cdmara estéril, pero que no analiza las propiedades de dichos hidrogeles ni controla
las condiciones ambientales.

No se conoce pues, en el mercado y el estado de la técnica, ningun instrumento o dispositivo que
resuelva el problema planteado de una forma completamente satisfactoria.
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4.6.3 Descripcion de la invencion

La invencidn propuesta se refiere a un dispositivo especialmente disefiado para analizar y testear
los materiales utilizados para la bioimpresiéon 3D de estructuras biomiméticas en condiciones
controladas de humedad, temperatura, CO; y esterilidad. Las mayores ventajas asociadas son la
polivalencia de su utilizacién, la optimizacion del material utilizado y la reproductibilidad de los
resultados al realizar todas las pruebas en condiciones controladas.

La presente invencidon supone una solucidn integral para la caracterizacion estandarizada de los
materiales utilizados para bioimpresién 3D, optimizando la cantidad de material utilizado. El resto
de los dispositivos no ofrecen una caracterizacion estandarizada y reproducible de la imprimibilidad
y de las propiedades mecanicas. Por otra parte, el resto de los dispositivos no estd optimizado para
el estudio de los materiales de bioimpresién 3D, por lo que necesitan la combinacion de varias
tecnologias y un elevado gasto de material, ademdas de no controlar las condiciones de contorno
gue afectan a los hidrogeles durante la duracién de las pruebas, no siendo del todo estandarizable
los resultados que ofrecen.

Con el dispositivo de la invencidn se eliminan todas las problematicas mencionadas anteriormente,
y se facilita la monitorizacién de los resultados obtenidos mediante la conexién del equipo a un
ordenador o de forma remota a una pagina web.

Para resolver los problemas de los sistemas actualmente conocidos, la presente invencién propone
una maquina de ensayo conformada por una cdmara que mantiene las condiciones de esterilidad y
ambientales requeridas. Ademas, dispone de una estructura fija que contiene la electrénica de la
invencion, dos soportes méviles y un extrusor.

Este equipo comprende un sistema de filtrado de aire; una luz ultravioleta; unos medios de
generacién y medicidn de condiciones ambientales; unos medios de visualizacién y transmisién
remota de los parametros recogidos; una camara; una electrdnica de control; dos plataformas
maviles; y un extrusor.

En esta memoria se propone igualmente un método de medicién de los pardmetros para
caracterizar los hidrogeles mediante un equipo como el definido, que comprende una primera fase
gue comienza con la colocaciéon de un portamuestras en la camara, del hidrogel en el extrusor
(siempre que éste no sea sensible a la luz ultravioleta) y del cierre de la cdmara que permite la
activacion del proceso de analisis.

A continuacién, una segunda fase continuda con el encendido de los ventiladores con los filtros HEPA
de aire y de la luz ultravioleta para conseguir la esterilizacion dentro de la cdmara.

Seguidamente se realiza una tercera fase consistente en la activacién de las resistencias térmicas,
el humidificador y el generador de ozono para conseguir las condiciones ambientales deseadas.

La cuarta fase consiste en dar comienzo al primer test o estudio del flujo que realiza el dispositivo.
Para ello el extrusor comienza a aumentar gradualmente la presion aplicada sobre la jeringuilla que
contiene el hidrogel con el objetivo de visualizar mediante una camara el flujo que presenta dicho
hidrogel. De esta forma, siempre y cuando la fluidez del hidrogel sea la correcta, el dispositivo
registra las condiciones ambientales a las que estaba sometido el hidrogel y la presion aplicada
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cuando se consiguid la fluidez buscada. El dispositivo podrd repetir el proceso a diferentes
temperaturas, registrando todos los parametros recogidos.

La quinta fase consiste en abrir la cdmara siguiendo los protocolos de esterilidad conocidos y
sustituir el portamuestras por otro portamuestras (llamado en esta memoria como portamuestras
1). Posteriormente se da paso al comienzo del test 2 o estudio de la imprimibilidad, y a la aplicaciéon
de las condiciones de contorno y presién sobre la jeringuilla. En este punto el dispositivo, tras
generar y controlar la temperatura, humedad, CO; y presiones aplicadas, comienza a realizar la
impresion de una estructura en forma de rejillas de diferentes dimensiones, mediante el control del
movimiento de las plataformas mdviles en todos los ejes y de la presién que aplica el extrusor sobre
la jeringuilla. Este test permite analizar la capacidad del hidrogel para reproducir geometrias
previamente configuradas, mediante la medicién y comparacion cuantitativa de las areas tedricas y
las areas reales de los poligonos generados en el interior de la rejilla. Los resultados de esta prueba
guedan grabados y fotografiados por la cdmara integrada en la plataforma superior movil.

La sexta fase consiste nuevamente en abrir la cdmara y sustituir el portamuestras 2 por un tercer
portamuestras (portamuestras 2). El dispositivo, tras el cierre de la cdmara, vuelve a aplicar las
condiciones de contorno marcadas, y tras ello comienza el test 3 o estudio de colapso. Consiste en
imprimir una Unica linea de hidrogel sobre el portamuestras 3, conformado por una estructura con
pilares a diferentes distancias. De esta forma, mediante el fotografiado final de la prueba, se
visualiza la capacidad del hidrogel para generar puentes y no colapsar.

Por ultimo, y tras terminar las pruebas, el dispositivo informa de los datos recogidos.

Con la maquina de ensayo para la optimizacién de la bioimpresién 3D y el método de analisis que
aqui se propone se obtiene una mejora significativa del estado de la técnica.

Esto es asi, pues se consigue un modo de calcular la capacidad de un hidrogel o biomaterial para ser
valido para la bioimpresion, e incluso discernir qué aplicaciones podria llevar a cabo y cudles son las
condiciones de contorno a aplicar para obtener los mejores resultados.

Se logra un equipo eficaz, con el que es posible la obtencién de una caracterizacién y estandarizacion
de los resultados de imprimibilidad de los materiales utilizados en la bioimpresion 3D.

Este equipo logra corregir los defectos existentes en el estado de la técnica encontrados, y facilita
la correcta caracterizacién de los biomateriales mediante la ejecucién de una serie de pruebas
controladas y monitorizadas.

4.6.4 Breve descripcion de las figuras

Con objeto de ayudar a una mejor comprensién de las caracteristicas del invento, de acuerdo con
un ejemplo preferente de realizacién practica del mismo, se aporta como parte integrante de dicha
descripcién una serie de dibujos donde, con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado
lo siguiente:

La Figura 1.- Muestra una primera vista en perspectiva del dispositivo de ensayo para la optimizacién
de la bioimpresién 3D que se compone de una cdmara que envuelve, aisla y protege al dispositivo
completo, una estructura fija que contiene la electrénica de la invencién, los generadores de
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humedad y CO; y la parte donde se acoplan los dos soportes méviles que permiten, junto con el
extrusor, la impresién de los hidrogeles, para una realizacion preferente de la invencién.

La Figura 2.- Muestra una segunda vista en perspectiva del dispositivo de ensayo para la
optimizacién de la bioimpresion 3D con la cdmara abierta y uno de los portamuestras que utiliza el
dispositivo colocado, para una realizacion preferente de la invencién.

La Figura 3.- Muestra una tercera vista en perspectiva del dispositivo de ensayo para la optimizacion
de la bioimpresién 3D donde se muestra la camara cerrada y la parte trasera e inferior del
dispositivo, para una realizacion preferente de la invencion.

La Figura 4A y la Figura 4B muestran una vista de los dos portamuestras que utiliza el dispositivo de
ensayo para la optimizacidn de la bioimpresidon 3D, para una realizacién preferente de la invencién.

A continuacidn, se proporciona una lista numerada de los distintos elementos representados en las
figuras que integran la invencion:

1. Estructura fija
1.1. Sensores de Temperatura, humedad y CO>
1.2. Ventiladores con filtro HEPA
1.3. Luces ultravioletas UVC
1.4. Salida de generacién de humedad
1.5. Salida de generacién de CO;
1.6. Estructura giratoria
1.7. Camara multifuncién de la estructura fija
1.8. Resistencia generadora de calor

1.9. Célula refrigeradora

1.10. Pantalla de control
1.11. Sensores de posicion
1.12. Bus de comunicaciones
1.13. Toma de corriente

2. Cdmara

2.1. Apertura de la cdmara
3. Soporte movil superior
3.1. Cdmara

3.2. Rieles
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4. Extrusor
4.1. Soporte de movimiento eje x del extrusor
4.2. Accionador de presion del extrusor
4.3. Depdsito del extrusor
4.4, Tapodn del extrusor
5. Soporte movil inferior
5.1. Apertura del soporte movil inferior
6. Portamuestras de colapso
6.1. Pilares del test de colapso

7. Portamuestras de imprimibilidad

4.6.5 Descripcion detallada

La presente invencién no debe verse limitada a la forma de realizacidon y materiales aqui descritos.
Otras configuraciones pueden ser realizadas por los expertos en la materia a la vista de la presente
descripcién. En consecuencia, el dmbito de la invencién queda definido por las siguientes
descripciones.

En la figura 1 se ha representado una vista del dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la
bioimpresién 3D que aqui se propone, con todos los elementos colocados y bien posicionados para
realizar la prueba de imprimibilidad que comprende una estructura fija (1) adecuada para el
acoplamiento de una cdmara (2), que puede ser giratoria o con tapa, un soporte movil inferior (5) y
un soporte movil superior (3) que conecta con un extrusor (4).

La estructura fija (1) comprende varios sensores de temperatura, humedad y CO; (1.1) para el
control de las condiciones de contorno de la cdmara, unos ventiladores con filtro HEPA (1.2) y luces
ultravioletas (1.3) para generar, en primer lugar, un flujo positivo de aire filtrado, y en segundo lugar,
condiciones de esterilidad. Ademas, dispone de una camara multifuncion de la cdmara fija (1.7) que
contiene los dispositivos de generacion de humedad y CO; y unos controladores integrados que
permiten monitorizar, controlar y guardar los resultados de las pruebas. De esta forma la estructura
fija (1) genera las condiciones ambientales que el usuario requiera mediante la combinacién de lo
anteriormente expuesto y el uso de la salida de generacién de humedad (1.4), la salida de
generacién de CO; (1.5), la resistencia generadora de calor (1.8) y la célula refrigeradora (1.9).

La estructura fija (1) permite la alimentacién eléctrica del dispositivo mediante la toma de corriente
(1.13) que conecta el dispositivo a la red eléctrica o mediante el bus de comunicaciones (1.12) que
conecta el dispositivo a un ordenador o a baterias.

La camara (2) envuelve el dispositivo completo y salvaguarda las condiciones ambientales y de
esterilidad que la estructura fija (1) ha generado. Para ello, presenta una apertura de la camara (2.1)
gue coincide en dimensiones con la parte trasera de la camara multifuncion de la camara fija (1.7),
guedando de esta forma un aislamiento casi completo. Asi, el aire entra filtrado dentro de la cdmara
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(2) y es expulsado continuamente al exterior, generando un flujo de aire que impide la entrada de
aire contaminado en el interior.

El soporte movil superior (3) sujetado a la estructura fija (1) se mueve de forma controlada en el eje
Y de la cdmara mediante motores en el interior de la estructura fija (1), y dispone de una cdmara
(3.1) que permite la grabacién y toma de resultados.

El extrusor (4), sostenido al soporte movil superior (3), se mueve de forma controlada en el eje X de
la cdmara, y comprende un soporte de movimiento eje X del extrusor (4.1) que permite el
movimiento del extrusor (4). Ademas, dispone de un accionador de presién del extrusor (4.2) que
consigue aplicar una presién controlada a la jeringuilla introducida en el depdsito del extrusor (4.3)
e inmovilizarla en dicho depdsito mediante el tapdn del extrusor (4.4), que puede estar roscado o a
presidén. De esta forma, al aplicar la presidn necesaria, el contenido de la jeringuilla comenzard a
salir, produciéndose la impresidon del material.

Por ultimo, el soporte movil inferior (5), que se mueve de forma controlada sobre el eje Z de la
camara mediante un motor en el interior de la estructura fija, presenta una apertura del soporte
movil inferior (5.1) que habilita la introduccién del portamuestras de colapso (6) o del
portamuestras de imprimibilidad (7).

En la figura 2 se muestra una vista del dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion
3D que aqui se propone, donde apertura de la cdmara (2.1) se encuentra abierta y el portamuestras
de colapso (6) estd colocado sobre la base del soporte movil inferior (5).

Ademas, se visualizan la salida de generacidon de CO; (1.5) y la célula refrigeradora (1.9), que al igual
gue el resto de los elementos que componen el dispositivo se encuentran desactivadas hasta que la
electrénica contenida en el interior de la cdmara multifunciéon de la estructura fija (1.7) detecte,
mediante los sensores de posicidn (1.11), que la apertura de la cdmara (2.1) se encuentra fuera del
alcance de dichos sensores de posicién (1.11).

En la figura 3 se muestra una vista del dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion
3D que aqui se propone, donde se pueden observar las partes inferior y trasera del dispositivo,
mostrando de esta forma la entrada de aire de los ventiladores con filtro HEPA (1.2) y la estructura
giratoria (1.6) que permite la conexidn entre la estructura fija (1) y la cdmara (2), posibilitando de
esta forma el movimiento giratorio de la cdmara (2).

Ademas, se visualiza la pantalla de control (1.10) que conecta con la electrénica integrada en la
camara multifuncion de la estructura fija (1.7), y faculta al usuario el control de las pruebas y la
visualizacién de los resultados tanto de forma remota al enviar los resultados a una pagina web,
como mediante la conexién con un PC por el bus de comunicaciones (1.12) al finalizar las pruebas.
Por otro lado, se observan los sensores de posiciéon (1.11), que controlan que la apertura de la
camara (2.1) se encuentre en la posicion correcta antes de comenzar las pruebas.

Por ultimo, se distinguen los rieles (3.2) que facilitan el movimiento controlado del extrusor (4) sobre
el soporte movil superior (3), el depdsito del extrusor (4.3) y el tapon del extrusor (4.4), que
aseguran el buen agarre de las jeringuillas en el dispositivo de la invencién.

En la figura 4 se muestra el portamuestras de colapso (6), que utiliza el dispositivo para analizar la
deflexién de los filamentos de hidrogel a su paso por los pilares del test de colapso (6.1) espaciados
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a diferentes distancias. Estas distancias iran de mas cortas a mas largas, siendo mas probable que la
deflexién se produzca a distancias mas largas. El dispositivo de la invencion deposita el material a
estudiar sobre los pilares de la plataforma, de forma que pase primero por los pilares menos
espaciados y termine en los pilares mas espaciados.

En la figura 5 se muestra el portamuestras de imprimibilidad (7) tras haber realizado la prueba de
imprimibilidad. De esta forma este portamuestras, junto con el dispositivo de la invencién, permiten
realizar una prueba que determina la capacidad de un hidrogel para reproducir un patrén dado y su
tendencia a generar acumulaciones. Se puede utilizar para comprobar si los hidrogeles objeto de
estudio tienen propiedades mecanicas suficientes para generar una cuadricula o patrén de
cuadrados y rectangulos de diferentes dimensiones. Ademads, permite conocer si un hidrogel o
biomaterial presenta un buen estado de gelificacién y, por tanto, si tiene una superficie lisa y una
anchura constante en las tres dimensiones, facilitando la bioimpresién de matrices regulares con
orificios cuadrados.

Asi pues, el equipo de ensayo de la invencidn esta formado por elementos de diferentes tamafios
(diferentes tallas) y diferentes formas segun las preferencias y necesidades del usuario.

Preferentemente, la estructura fija (1) es un elemento rigido y la cdmara (2) puede ser rigida o
flexible. El soporte movil superior (3), el extrusor (4), el soporte mévil inferior (5), el portamuestras
de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad (7) son elementos que pueden variar su forma
y tamario segun las necesidades.

El uso del dispositivo de la invencion estd dirigido principalmente a laboratorios y centros
tecnoldgicos del sector de la biologia, biotecnologia, ingenieria de materiales, ingenieria mecanica,
empresas que se dediquen a la fabricacidn aditiva, a la medicina regenerativa o la ingenieria tisular,
entre otros sectores. Por lo tanto, el dispositivo permite ser utilizado tanto por empresas privadas
como centros tecnoldgicos publicos o universidades que requieran de la realizacidén de pruebas de
caracterizacion de materiales o biomateriales.

Una de las ventajas asociadas a la invencién es que, como permite asegurar unas condiciones de
contorno durante y después del ensayo, se consigue obtener resultados reproducibles en cada una
de las pruebas con independencia del lugar donde esta instalado el dispositivo, por lo que los
resultados podrian llegar a ser estandarizables y normalizados. Ademas, debido a que el dispositivo
estd especialmente disefado para la realizacién de analisis de biomateriales cominmente usados
en la bioimpresidn 3D, se consigue optimizar la cantidad de material utilizado y reducir costes en su
fabricacién, consiguiendo un dispositivo de bajo coste en comparacion con las maquinas de ensayos
de materiales que existen actualmente.

En conclusion, este dispositivo permitiria realizar una caracterizacién normalizada y centrada en la
bioimpresién 3D, donde los resultados se podran visualizar de dos formas:

- Visualizacion remota mediante un modulo de conexion wifi conectado a un router movil
dentro de la cdmara multifuncién de la estructura fija (1.7) y un soporte web.

- Visualizacién en PC mediante la conexién del dispositivo que aqui se presenta con un
ordenador mediante un bus de comunicaciones (1.12).
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En una realizacién posible el equipo que aqui se describe estd formado por una estructura fija (1)
fabricada de un material rigido e inoxidable que encapsula herméticamente toda la electrénica de
control y monitorizacién, un soporte maovil superior (3) y un soporte movil inferior (5), fabricados
con resina o termopldsticos rigidos mediante técnicas de fabricacién aditiva, que permiten la
limpieza mediante productos quimicos desinfectantes.

El extrusor (4) conectado al soporte movil superior (3), el depdsito del extrusor (7.1) y el tapén del
extrusor (7.2) son elementos rigidos que estan fabricados con resinas o termoplasticos con alto
punto de fusidn que permiten su limpieza con productos quimicos desinfectantes. Ademas, el
depdsito del extrusor (7.1) y el tapdn del extrusor (7.2) son elementos con rosca.

La cdmara (2) esta fabricada de un material pldstico transparente capaz de proteger de los rayos
UVC para la correcta visualizacién del proceso, y se encuentra anexa a la estructura giratoria (1.6),
lo que permite su movimiento sobre el eje vertical de la cdmara (2).

El portamuestras de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad (7) estan fabricados de resina
o plastico bioinerte que no absorba al material bioimpreso ni afecte a sus propiedades.

En otro ejemplo de realizacién, el quipo que asi se describe esta formado por una estructura fija (1),
un soporte movil superior (3), un extrusor (4) y un soporte movil inferior (5) fabricados de un acero
inoxidable. La camara (2) esta fabricada de vidrio con filtro UVC y los portamuestras, denominados
portamuestras de colapso (6) y portamuestras de imprimibilidad (7), estan fabricados de vidrio.

En otro ejemplo de realizacidn, el portamuestras de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad
(7) estan fabricados de plastico bioinerte.

4.6.6 Reivindicaciones

1. Dispositivo de ensayo para la optimizacién de la bioimpresién 3D que contiene una
estructura fija (1) adecuada para el acoplamiento de una camara (2), y que permiten
comprender:

- Un soporte movil superior (3);

- Un extrusor (4);

- Un soporte moévil inferior (5);

- Un portamuestras de colapso (6) y un portamuestras de imprimibilidad (7);
Donde la estructura fija (1) presenta:

- Sensores de temperatura, humedady CO; (1.1) que monitorizan las condiciones ambientales
en el interior de la cdmara (2), ademas de registrar y enviar los datos a un soporte web.

- Ventiladores con filtro HEPA acoplados o adheridos (1.2);
- Luces ultravioletas UVC (1.3) a ambos lados del cuerpo de la estructura fija (1);

- Una camara multifuncion de la estructura fija (1.7) que protege a la electrénica de control y
monitorizacién ademas de contener un generador de humedad y CO, que expulsan, a través
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de la salida de generacidon de humedad (1.4) y la salida de generacidon de CO; (1.5), la
cantidad de humedad y CO; necesarias para conseguir las condiciones ambientales deseadas
dentro de la cdmara, gracias a una resistencia generadora de calor (1.8) y una célula
refrigeradora (1.9) que generan calor y frio;

- Una estructura giratoria (1.6) que conecta con la cdmara y permite que gire para que los
sensores de posicion (1.11) no detecten las paredes de la cdmara (2), quedando de esta
forma la apertura de la cdmara (2.1) en la parte trasera del dispositivo;

- Una pantalla de control (1.10) que permite al usuario marcar los valores de humedad,
temperatura y CO; deseados dentro de la cdmara, y dar comienzo a las diferentes pruebas;

- Una toma de corriente (1.13) que permite conectar el equipo a la red eléctrica y un bus de
comunicaciones (1.12) con la funcién de descargar los datos de las pruebas en una unidad
de almacenamiento de datos o alimentar el dispositivo con baterias;

Donde el soporte mévil superior (3) presenta:

- Una camara (3.1) que permite la visualizacién y toma de datos de imagenes en remoto;
- Unos rieles (3.2) que facilitan el movimiento controlado del extrusor (4);

Donde el extrusor (4) presenta:

- Un soporte de movimiento eje X del extrusor (4.1) que provoca el movimiento del extrusor
en el eje X;

- Un accionador de presién del extrusor (4.2) que permite aplicar una presién controlada a la
jeringuilla introducida en el interior del depdsito del extrusor (4.3);

- Un tapdn del extrusor (4.4) que asegura la jeringuilla en el interior del depdsito del extrusor
(4.3);

Donde el soporte moévil inferior (5) presenta:

- Una apertura del soporte movil inferior (5.1) que permite la introduccién del portamuestras
de colapso (6) y del portamuestras de imprimibilidad (7), o de cualquier otro portamuestras;

2. Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion 3D segun la reivindicacion 1
donde la estructura fija (1) esta fabricada de un material rigido.

3. Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion 3D segun la reivindicacion 2
donde la estructura fija (1) esta fabricada de un material inoxidable.

4. Dispositivo de ensayo para la optimizacién de la bioimpresidn 3D segun la reivindicacién 1
donde el soporte movil superior (3), el soporte mdvil inferior (5) y el extrusor (4) estan
fabricados de materiales rigidos.

5. Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion 3D segun la reivindicacion 4
donde el soporte movil superior (3), el soporte movil inferior (5) y el extrusor (4) estén
fabricados de resina o termoplasticos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresidn 3D segun las reivindicaciones
3 y 4 donde la estructura fija (1), el soporte mavil superior (3), el soporte movil inferior (5) y
el extrusor (4) estan fabricados de un acero inoxidable.

Dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la bioimpresiéon 3D segun la reivindicacién 1
donde la cdmara (2) estd fabricada de un material rigido.

Dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la bioimpresién 3D segun la reivindicacion 1
donde la cdmara (2) esta fabricada de un material flexible.

Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresion 3D segun las reivindicaciones
1y 8 donde la cdmara (2) esta fabricada de vidrio.

Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresién 3D segun las reivindicaciones
1y 8 0 9 donde la cdmara estd fabricada de un material plastico.

Dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la bioimpresion 3D segun la reivindicacién 10
donde la cdmara esta fabricada de un material plastico con filtro UVC.

Dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la bioimpresidon 3D segun la reivindicacién 1
donde el portamuestras de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad (7) estan
fabricados de un material impermeable.

Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresién 3D segun la reivindicacion 12
donde el portamuestras de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad (7) estan
fabricados de un plastico o resina.

Dispositivo de ensayo para la optimizacion de la bioimpresién 3D segun la reivindicacién 13
donde el portamuestras de colapso (6) y el portamuestras de imprimibilidad (7) son
elementos bioinertes.

Dispositivo de ensayo para la optimizacidn de la bioimpresién 3D segun la reivindicacién 1
donde el depdsito del extrusor (7.1) y el tapdn del extrusor (7.2) son elementos con rosca.
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4.6.7 Figuras
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Figura 4-41: Vista 1 del dispostivo patentado titulado: DISPOSITIVO DE ENSAYO PARA LA OPTIMIZACION DE LA
BIOIMPRESION 3D
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Figura 4-42: Vista 2 del dispostivo patentado titulado: DISPOSITIVO DE ENSAYO PARA LA OPTIMIZACION DE LA
BIOIMPRESION 3D

Figura 4-43: Vista 3 del dispostivo patentado titulado: DISPOSITIVO DE ENSAYO PARA LA OPTIMIZACION DE LA
BIOIMPRESION 3D
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Figura 4-44: Util especialmente disefiado para la realizacién de las pruebas de colapso por el dispositivo de la
invencion.

Figura 4-45: Util especialmente disefiado para la realizacién de las pruebas por el dispositivo de la invencién.
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4.7.1 Resumen

La ingenieria de tejidos es un campo en continua evolucién. En dicho campo se ha investigado
mucho sobre la sustitucidon de defectos dseos mediante el uso de scaffold compuestos de distintos
materiales. Entre ellos, los biovidrios se utilizan con frecuencia por su versatilidad y buenas
propiedades. Este articulo trata sobre los resultados de la produccion de una pasta inyectable de
Bioglass® 45S5 e hidroxiapatita sobre una estructura porosa impresa en 3D mediante fabricaciéon
aditiva, utilizando un termopldstico (PLA). Los resultados fueron evaluados en una aplicacidon
especifica de la pasta, y por ello se estudiaron las propiedades mecanicas y bioactivas, para mostrar
la posibilidad de utilizar esta combinacidn para su aplicacién en la medicina regenerativa.

4.7.2 Introduccion

La ingenieria de tejidos es una rama de la bioingenieria que ofrece soluciones muy interesantes para
la obtencién de tejidos y 6rganos en la medicina regenerativa, mediante la combinacion de células,
factores de crecimiento, biomateriales y la tecnologia de impresién 3D para fabricar construcciones
bioldgicas [1].

Cuando los tejidos se lesionan o enferman, en muchos casos la regeneracidn no es posible, y el uso
de implantes permanentes es limitado. Esto ocasiona un problema grave, principalmente, por la
necesidad de muchos pacientes de un trasplante de d6rganos [1] o por los elevados tiempos de
espera de recuperacién de algunos tejidos, como sucede con el tejido dseo.

Nuestro organismo dispone de dos mecanismos para curar las heridas [1]:
» Mediante reparacion.
» Mediante regeneracion.

El problema aparece cuando nuestro organismo, y mas concretamente el hueso, no es capaz de
regenerar la estructura dafada. Es en este punto donde la ingenieria tisular debe desarrollar
métodos que superen la capacidad del organismo para regenerar espontdneamente los tejidos [1]-

[4].

La ingenieria de tejidos se postula como una herramienta fundamental, con la capacidad de
solventar, en un futuro, los problemas derivados de la regeneracién de cualquier tipo de tejido junto
con la impresién 3D, permitiendo que esos tejidos se adapten a la morfologia necesaria [5]—[8].

En la actualidad, la mayoria de los implantes se fabrican con materiales mucho mas resistentes que
el hueso, como los metales. Estos implantes no pueden adaptarse a los cambios de las condiciones
fisioldgicas. Por lo tanto, se necesitan sustitutos mejores como los biomateriales sintéticos [9]. Un
biomaterial es un material destinado a interactuar con sistemas bioldgicos para evaluar, tratar,
aumentar o reemplazar un tejido u érgano. Ademas, permiten ser impresos en 3D para ser utilizados
como materiales estructurales de los scaffolds o andamios [10].

Un scaffold es un material disefiado para interactuar con las células de un organismo vivo, con el fin
de proporcionar al cuerpo una estructura sobre la que el nuevo tejido pueda crecer facilmente [11].
Los andamios, como parte indispensable de la ingenieria tisular, son versatiles en la promocién de
interacciones célula-andamio, adhesidn celular y secrecién de matriz extracelular. También
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permiten el transporte de nutrientes, desechos y sefiales reguladoras, para permitir la proliferaciéon
y diferenciacion celular [12].

Para lograr esta caracteristica se requiere una alta porosidad, con un tamano suficientemente
grande de los poros. Esto facilita la adhesién celular y la difusion en la estructura, Gtil también para
el suministro de nutrientes. A veces también la biodegradabilidad es un factor importante, para
permitir que el tejido natural recupere toda la estructura anterior. Los andamios se utilizan
normalmente para reparar dafios dseos, y son una alternativa valida a los injertos [13].

Los scaffolds de materiales bioinerte, biodegradables rellenos de biovidrio son una muy buena
opcién por tener propiedades mecanicas similares a las del hueso natural. Tienen una buena
bioactividad, es decir, poseen una alta capacidad de interactuar quimicamente con los tejidos.
Ademads, el biovidrio forma un gel de silice muy rapidamente en un entorno bioldgico, y sobre esa
capa los fosfatos de calcio, la parte mineral del hueso, pueden adherirse fuertemente y crecer. Uno
de los mas utilizados, por su éptima bioactividad, es un vidrio bioactivo llamado Bioglass® 4555 [13],
[14].

Por otra parte, los scaffolds rellenos de componentes inorganicos naturales poseen funciones
bioldgicas o fisioldgicas circunstanciales. Un ejemplo de ello es la hidroxiapatita (HA), que es el
principal componente de los huesos y los dientes [12].

Las biocerdmicas como la hidroxiapatita estdan compuestas a base de fosfato de calcio, que tiene
efectos positivos sobre la proliferacidon y adhesidon de los osteoblastos, debido a su estructura
guimica comparable a la del hueso humano [15].

Nuestro objetivo es el diseno de un cubo hueco biodegradable de Poliacido lactico PLA impreso en
3Dy su posterior relleno por inyeccion de una pasta basada en biovidrio e hidroxiapatita con buenas
propiedades mecdnicas y una alta bioactividad [13], para poder plantear su uso en la ingenieria de
tejidos en la realizaciéon de implantes dseos.

4.7.3 Materiales y métodos

4.7.3.1 Materiales de partida

Para este trabajo se han utilizado los siguientes materiales de partida:
» Vidrio bioactivo comercial Bioglass® 4555

Los vidrios bioactivos comerciales son materiales ceramicos con una composicién quimica que
permite inducir y conducir la mineralizacién de los tejidos. Por ello presentan un gran interés debido
a su excelente bioactividad y biocompatibilidad, ademas de disponer de diferentes familias con
composiciones diferentes [16].

El vidrio bioactivo 45S5 fue desarrollado por Hench en 1971 al fundir una mezcla de éxidos en las
siguientes proporciones: 45% SiO,, 24,5% Nax0, 24,5% CaO y 6% P,0s (porcentaje en peso) [17]. Su
nombre es debido al contenido de SiO2 (45% en peso) y a la relacién molar Ca/P (5% en peso). Este
material es el mas usado en aplicaciones clinicas (odontologia, regeneracion dsea, protesis de oido,
etc.) [18], [19].
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El vidrio bioactivo se puede obtener mediante el proceso sol-gel. Esta técnica permite controlar la
composicién y homogeneidad del vidrio, debido a la baja temperatura de trabajo que se precisa
[14], [20], [21]

» Alcohol Polivinilico (PVA)

El alcohol de polivinilo (PVA), también llamado polietenol o poli (alcohol vinilico), es un polimero
sintético soluble en agua, de férmula quimica general (C;H40). Tiene excelentes propiedades para
formar peliculas, como emulsionante y como adhesivo. También es resistente al aceite, grasas y
disolventes. Es inodoro y no toxico con altas propiedades de barrera para el oxigeno y los aromas.
Sin embargo, estas propiedades dependen de la humedad, es decir, con mayor humedad mas agua
es absorbida. El agua, que actia como un plastificante, a su vez reducira su resistencia a la traccién,
pero aumentan su elongacion y resistencia al desgarro. El PVA es totalmente degradable y se
disuelve rapidamente.

» Hidroxiapatita (HA)

La hidroxiapatita (Caio(POa)s(OH)2) es un compuesto de gran interés en el campo de la biomedicina,
debido a que presenta caracteristicas que hacen que sea apropiada para su uso en regeneracion
Osea. Dichas caracteristicas son su bioactividad, biocompatibilidad excepcional, biodegradabilidad,
osteoconductividad y ausencia de toxicidad, ademas de tratarse de un material inorganico, no
inflamatorio y no inmunogénico [22]. Ademas, en condiciones fisiolégicas, la hidroxiapatita (HA) es
la forma cristalina de fosfato cdlcico mds estable. Estas caracteristicas se deben a su composicién
guimica, que imita los componentes inorganicos de los dientes y el hueso humanos [23]. Esto hace
gue la HA presente una buena biocompatibilidad y pueda combinarse firmemente con el hueso
natural [24].

> Acido polilactico (PLA)

El PLA es un biopolimero termopldstico, biodegradable y biocompatible, ampliamente utilizado en
aplicaciones médicas. Este material presenta una alta tensién y una baja elongacidon, lo que le
confiere un elevado mdédulo de Young. Todo esto le permite ser un material muy indicado para
aplicaciones donde se deba soportar una carga como son las suturas y fijaciones ortopédicas [25].

Las estructuras de alta resolucidn de PLA con fines médicos se pueden obtener mediante impresién
3D con un sistema basado en boquillas.

4.7.3.2 Métodos
» Caracterizacion del biovidrio 4555 comercial

El biovidrio 45S5 fue caracterizado mediante de difraccidn de Rayos X y espectrofotometria FT-IR.
» Difractograma de rayos X

Las muestras se analizaron mediante cristalografia de rayos X, usando un difractémetro de rayos X
de sobremesa "MiniFlex+, de la marca Rigaku y un sistema XPERT-PRO, en el cual los rayos X fueron
formados por una ampolla de cobre sometida a un potencial de 45kV y una corriente de 40mA. El
barrido (20) se realizé entre 20° y 60-90°, con pasos de 0,0334225°. De esta forma, la difraccion de
rayos X es una técnica util para el analisis de la cristalinidad de muestras sdlidas.
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» Espectrofotometria FT-IR

Para el analisis de las muestras mediante espectroscopia infrarroja se utilizé un espectrofotémetro
Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR. Para ello, se prepararon las pastillas afiadiendo 1 mg de
muestra a 200mg de KBr, y prensando los polvos con la ayuda de un molde SPECAC de 13 mm de
diametro.

» Preparacion de las muestras

Se disefid un modelo de cubo 3D hueco con PLA mediante impresién 3D para ser rellenado por
inyeccion con una pasta.

La pasta de relleno se obtuvo mezclando un vidrio bioactivo (BGP) formada por vidrio bioactivo 4555
con PVA 95% y H20 (20% PVA, 80% H20) e hidroxiapatita (HA) en las siguientes proporciones:

e 25% BGP /75% HA (muestra 1)
e 50% BGP /50% HA (muestra 2)
e 75% BGP /25% HA (muestra 3)
» Caracterizacion de las muestras (BGP+HA)

Las muestras preparadas fueron caracterizadas determinando la viscosidad, el tiempo de fraguado
y su bioactividad.

» Viscosidad y tiempo de fraguado

La viscosidad de un fluido es una medida de su resistencia a fluir. Describe la friccién interna de un
fluido en movimiento. Los fluidos viscosos resisten el movimiento porque su composicién molecular
crea mucha friccion interna, mientras que los fluidos con baja viscosidad fluyen facilmente porque
su composiciéon molecular crea poca friccion cuando estdn en movimiento.

Para determinar la viscosidad se ha utilizado un viscosimetro, y para el tiempo de fraguado se utilizo
el método de trazado de lineas y rellenado de hueco con las pastas fabricadas.

La viscosidad se midié utilizando el viscosimetro HAAKE RV2 MK 500. Para ello la muestra se
introduce en el viscosimetro y el sistema se somete a diferentes velocidades angulares. Los valores
medidos se calcularon manualmente, y la curva de viscosidad se obtuvo en Excel.

La ecuacidn caracteristica para los fluidos no newtonianos es la Ley de la potencia (ecuacién 2.1):
p_(eff=K) [op/dy]*(n-1) 1

Donde:

peff es la viscosidad aparente o efectiva.

op/dy es la velocidad cortante.

n es el indice empirico de comportamiento de flujo.
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K es el indice de consistencia.

A partir de la representacion de la viscosidad aparente o efectiva en funcién de la velocidad de corte
se pueden determinar los valores de Ky n. El valor de Ky n se puede obtener de la ecuacion log(ueff)
y logop/dy. La linea de pendiente da el valor de n-1 a partir del cual se puede calcular n. La
interseccion en logdp/dy =0 da el valor de K.

Los tiempos de cohesién y de fraguado de las muestras se determinaron mediante las siguientes
pruebas:

- Tiempo de cohesion (TC): tiempo transcurrido desde que se deposita la muestra hasta que
adquiere una consistencia tal que, sin haber endurecido completamente, pueda inyectarse.
Para determinar el tiempo de cohesidn se traza una linea sobre un papel con una jeringuilla
llena de muestra y se mide el tiempo que transcurre hasta que la linea dibujada en el papel
adquiere una consistencia determinada y deja de pegarse al guante al tocarla.

- Tiempo de fraguado (TF): tiempo transcurrido desde el inicio de la mezcla y carga en una
jeringuilla, hasta que la masa ha adquirido la firmeza, la consistencia, la dureza y la resistencia
gue impide que la muestra fluya por ella. Para determinar el tiempo de fraguado se crean
agujeros y con la jeringuilla cargada de muestra se van llenando hasta que la muestra deja de
llenar los agujeros creados. Este tiempo nos indicard que la muestra no fluye mas.

» Impresion 3D del scaffold de PLA

Los polimeros son biomateriales ampliamente utilizados para la impresion 3D. Concretamente, los
polimeros de PLA se usan principalmente en impresoras FDM, ya que el modelado por deposicidon
fundida es un método econdmico para crear scaffold con una porosidad y arquitectura controladas.
El disefio de los scaffold afecta de forma directa a las propiedades mecdnicas, la respuesta celular,
la permeabilidad y la difusién de nutrientes [26]. Para ello, se disefié con Autodesk Fusion un
scaffold en forma de cubo. El modelo se tradujo a g-code utilizando el software Cura. En base a lo
anterior se fabricd mediante impresién 3D (impresora 3D estandar, Ender 3) un scaffold en forma
de cubo (1 cm x 1 cm x 1cm) con un filamento PLA Smartfil, del fabricante Smart Materials 3D. Este
filamento de PLA ofrece excelentes propiedades mecdnicas y gran calidad en la impresién 3D. Cada
cubo tiene seis capas, y cada capa esta hecha con 6 lineas paralelas.
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Figura 4-46: Disefio de cubo para impresion 3D donde se aprecian los espacios que se rellenaran con las pastas
estudiadas en este trabajo.

> Caracterizacion del scaffold
e Porosidad

Para determinar la porosidad del scaffold en forma de cubo se calculd su densidad pscaffold
mediante la masa y el volumen de los cubos impresos en 3D. La porosidad p fue calculada con la
formula:

p=1-p_scaffold/p_PLA 2

donde =1,25 g/cm3 es la densidad tedrica del PLA.
e Propiedades mecanicas del scaffold (Cubo de PLA hueco)

El ensayo de resistencia a compresidn consiste en aplicar una carga constante sobre una probeta a
lo largo de su eje vertical, en el cual el puente de carga desciende a una velocidad constante,
comprimiendo la pieza entre los platos de compresion.

Para la realizacion de los ensayos se dispone de la maquina universal de ensayos mecdanicos Simadzu
Autograph con una capacidad maxima de carga de 50 kN, controlada por ordenador mediante la
aplicacion Trapezium de Shimadzu. Esta maquina permite realizar ensayos de traccién, flexién y
compresién, utilizando los cabezales correspondientes para cada ensayo.

Antes de realizar los ensayos se configuran los pardmetros del ensayo manualmente a través del
ordenador que se encuentra conectado a la maquina. Se introducen valores como las dimensiones
de las probetas, la velocidad de ensayo (en este caso 1 mm/min) y el desplazamiento maximo (en
este caso 1 mm).
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e Relleno del scaffold en forma de cubo hueco y caracterizacién

A partir de las pastas (BGP+HA) preparadas con diferentes proporciones de HA se rellenaron los
cubos 3D de PLA, utilizando jeringuillas.

Figura 4-47: Pruebas para rellenar los cubos 3D con las distintas pastas.
e Propiedades mecanicas del scaffold relleno

Para realizar los ensayos de compresion con las pastas inyectadas en el scaffold de PLA se utilizé un
equipo Shiadzu AG-IS y se determinaron las curvas de tension frente a deformacion.

o Test de bioactividad de las muestras

El concepto de bioactividad surge de la capacidad de algunos vidrios bioactivos para formar
espontaneamente enlaces con el hueso. Uno de los métodos para evaluar la bioactividad de
materiales consiste en sumergir el material en un medio liquido con caracteristicas similares a la de
fluidos fisioldgicos. Kokubo [27] determind que para crear un enlace directo entre el hueso y el
material es necesaria la formacién de una capa de apatita en el material una vez implantado en el
cuerpo humano. Para poder reproducir esta formacién en el ser humano se utilizé un Fluido
Corporal Simulado (SBF). La bioactividad de un material puede predecirse por medio de la formacidn
de apatita en superficie, de manera que la formacion de apatita en estos materiales, al ser
sumergidos en SBF, presentan una buena correlacién con su comportamiento bioactivo en estudios
realizados in vivo [28]. Para la prueba de bioactividad, se ha utilizado SBF con una concentracion de
iones aproximadamente igual a la del plasma sanguineo humano [14], [20], [21].

La prueba de bioactividad se llevé a cabo poniendo en contacto las muestras preparadas con 20ml
de SBF durante diferentes periodos de tiempo (1, 3, 5y 7 dias).

La evaluacion de la bioactividad se realizé con microscopio electronico de barrido (SEM) para
obtener imagenes de la superficie.

e Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Mediante la obtencién de imdgenes de las muestras por microscopia electrénica de barrido es
posible observar la evolucion morfoldgica de la superficie, la macroporosidad y la microporosidad,
asi como la presencia de apatita. Para determinar la bioactividad de las muestras, se ha utilizado un
equipo SEM modelo Quanta 3D FEG // FEI Company.
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4.7.4 Resultados y discusion
> Caracterizacion del biovidrio 4555 comercial

La bioactividad del 45S5 estd basada en su bajo contenido en SiO; y su alto contenido en Na;0O y
Ca0, asi como la relacién CaO/P,0s [29].

La difraccidon de rayos X se aplicé a las particulas del biovidrio 45S5 para obtener un andlisis
estructural de estas. La espectroscopia FT-IR nos permite comprender la estructura de los polvos de
biovidrio 4555 mediante la determinacién de las vibraciones de los diferentes grupos en la superficie
de la muestra.
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Figura 4-48: Resultados de la difraccion de rayos X (DRX) de los polvos de biovidrio

A la vista del difractograma de rayos X (DRX) de los polvos de biovidrio 45S5 se observa en la figura
48 que el material presenta una estructura cristalina por la cantidad de picos correspondiente a la
formacion de cristales

Los picos correspondientes a Na;CaSi;O¢ estan relacionados con el tratamiento del material de
sinterizacién y comienzan a formarse en torno a los 6000C [30]. Dichos picos caracteristicos se
localizan en 20 de 22.4°, 23.4°,24.8°,32.6°, 33. 1°, 33. 8°, 34.4° y 42.3°.

Asi mismo, se observan otros picos correspondientes a la fase cristalina combeita (mineral de
formula NayCazSiz0s), probablemente relacionado con las altas temperaturas de sinterizacién del
biovidrio [31], [32], y como consecuencia de la desvitrificacidn parcial que se produce en el ultimo
paso de la sintesis. Estos picos se localizan en 26 de 24.9°, 44.6°, 48.9° y 49.7°.

Por otra parte, se ha observado por algunos autores la formacién de un nuevo pico pequeno en 26
de 31. 72 correspondiente a altas temperaturas de sinterizacién que sugiere la formacién de una
nueva fase cristalina secundaria la cual fue identificada como silicorerhenanite Na;Ca4(P04),SiO4
[33]. En el biovidrio 45S5 el fosforo tiende a despolimerizar la red de silicio y entrar como un cation
cuadruple en la red [34].
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La figura 49 recoge los espectros FT-IR de los polvos de biovidrio 45S5 donde se observan dos fases
cristalinas, una de silicato de sodio calcio y una fase secundaria de fosfato [35].

Bioglass FTIR
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Figura 4-49: Difractograma FTIR de los polvos de biovidrio
Los resultados FT-IR del biovidrio 45S5 tras el proceso de sinterizacién se muestran a continuacion:
Entre 400 y 600 cm-1 podemos observar las bandas de vibracion de flexién de los enlaces Si-O-Si.

La sefial de modo flexion de la banda P-O se observa a 635 cm™ [36], [37].

Las bandas que se localizan aproximadamente alrededor 900 y 1100 cm™ se pueden atribuir a las
vibraciones de estiramiento de Si-O y Si-O-Si respectivamente [36], [38].

Resumiendo, los niveles de silicio presentes en la muestra son dptimos, como se desprende de los
ensayos de DRX y FT-IR, favoreciendo la unién y formacién del nuevo hueso, ya que la rapidez del
proceso puede variar en funcion del porcentaje del elemento (siendo mas lenta cuanto mayor es el
porcentaje de silicio en el vidrio, pudiendo llegar incluso a no presentar unién directa entre el
material y el hueso) [39].

Por otro lado, se ha observado que la alta proporcién CaO/P,0s estimula la reactividad de la
superficie del biovidrio dentro de un ambiente fisioldgico.

> Caracterizacion de las muestras
e Viscosidad y tiempo de fraguado

Uno de los pardmetros fundamentales a analizar en la formulacién de este tipo de pasta para
rellenar scaffold por inyeccion es la viscosidad. La viscosidad es un pardmetro fisico de los fluidos
gue cuantifica su resistencia al movimiento. A nivel molecular, la viscosidad es una medida de la
friccidn existente entre las particulas que componen el fluido, dado que cuanto mayor sea esta, mas
energia serd necesario invertir para imprimir una cierta velocidad al flujo.
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Asi, al realizar los ensayos reoldgicos se descarté la muestra 1 (25%BGP/75% HA) por presentar un
estado solido compacto sin capacidad para poder fluir.

Mediante mediciones reoldgicas, se determind la variacién de la viscosidad con respecto a la
velocidad de corte, de las dos muestras restantes, como se muestra en la figura 50. La viscosidad
disminuyd al aumentar velocidad de corte, indicando un perfil tipicamente pseudoplastico, lo que
coincide con lo descripto en la bibliografia [40], [41]. El aumento de la velocidad de corte produce
un dafo irreversible en la estructura [42], [43].

Comparacién del comportamiento de la muestra 2y 3
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Figura 4-50: Viscosidad de dos composiciones diferentes estudiadas.

El coeficiente de consistencia Ky el indice de comportamiento de flujo n de las muestras se indican
en la Tabla 3-15.

Tabla 4-15: Parametros de dos composiciones diferentes estudiadas.

Setting time test for different samples

Sample 2 Sample3
k 5.61 5.15
n 0.22 0.20
R? 0,9372 0,9934

El pardametro n nos indica el grado de desviacion con relacién al comportamiento newtoniano que
presentan los fluidos, cuando es menor que la unidad, 1, el fluido es no newtoniano, y cuando este
valor es menor que 0,7 es pseudoplastico, por tanto, las muestras 2 y 3 cumplen ambos requisitos.

El factor de consistencia del flujo K, podemos describirlo de forma idéntica al concepto de viscosidad
plastica dado que un aumento de K indica un aumento en la concentracidon de sdlidos. Indica la
consistencia del fluido; es decir, si el valor de K es alto, el fluido es mas "viscoso" y viceversa. A la
vista de los resultados de la Tabla anterior, la muestra 3 es la que presenta menor viscosidad y podria
ser 6ptima para llenar el scaffold
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Resumiendo, las propiedades de flujo se ven afectadas significativamente por el porcentaje de HA,
gue produce disminucion del coeficiente de consistencia Ky del indice de comportamiento de flujo
n conforme disminuye la proporcién de HA [44].

El estudio de los tiempos de cohesién (TC) y fraguado (TF) de las muestras preparadas (Tabla 3-16)
es de gran importancia para determinar el tiempo de manipulacién de las muestras y su capacidad
de fluir con una consistencia determinada por un inyector.

Tabla 4-16: Tiempos de fraguado de dos composiciones diferentes estudiadas.

Setting time test for different samples

Sample2 Sample3
TC (min) 29 42
TF (min) 36 50

A la vista de los resultados se observa que el TC es menor que el TF, lo cual permite la manipulacion
de la muestra hasta el momento de la impresién 3D [7]. Estudios previos realizados por M. D. Vlad
en 2012 [45], establecieron que la relacion Ca/P ejercia una influencia significativa en los tiempos
de fraguado TF asi cuanto menor es proporciéon de HA se observé una cohesion homogénea y un
fraguado uniforme.

De estos resultados se desprende que la muestra 3 tiene mejores propiedades de partida y fue la
seleccionada para realizarle el resto de prueba planteadas.

» Caracterizacion del scaffold (Cubo de PLA hueco)
e Porosidad

La existencia de poros en el scaffold es necesaria para permitir la migracién y la proliferacion de
osteoblastos y células mesenquimales, y para promover la vascularizacién [46], [47].

De forma general, se considera que los requerimientos minimos para que se produzca el crecimiento
de tejido y la funcionalidad de los scaffold son poros con un didmetro medio de 100 um y una
porosidad <50% [48], [49].

La fabricacion de scaffold porosos como medio de soporte para el crecimiento de tejidos es clave
para facilitar la difusién de nutrientes y oxigeno, asi como la eliminacion de residuos metabdlicos
[50]. El control del tamafio de poro es uno de los parametros que mas afectan a las propiedades
mecanicas de la estructura, asi como a su afinidad celular. De esta forma, ademas del tamafio de
poro es interesante determinar los valores de porosidad global que posee la estructura. Para ello,
se ha utilizado un método basado en la determinacién de la densidad aparente de piezas impresas
y su comparativa con la densidad del material macizo. Este procedimiento se utiliza extensamente
en el estudio de la porosidad de piezas obtenidas mediante fabricacidon aditiva [51], [52].

Teniendo en cuenta que la densidad del PLA es de 1.25 g-cm3, y la densidad del scaffold poroso es
de 0.25 g-cm3, esto dio lugar a una porosidad del 80%, valor considerado 6ptimo para este tipo de
procesos.
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e Propiedades mecanicas del scaffold

La biocompatibilidad del PLA ha sido probada desde los afios 70 y su uso se encuentra ampliamente
recogido en la bibliografia [3], [17], [18], [23]. De acuerdo con su biocompatibilidad y uso, se fabricé
el scaffold de PLA como se describiéd anteriormente, y se procedié a valorar sus propiedades
mecanicas.

Las propiedades mecanicas que poseen los scaffold de PLA deciden su aplicacién. En nuestro trabajo
se pretende que las propiedades mecdnicas del scaffold de PLA se aproximen lo maximo posible a
las propiedades del hueso huésped para una transferencia de carga adecuada a los tejidos
adyacentes [53], [54].

Teniendo en cuenta las propiedades mecanicas observadas en la figura 3-51 y en la Tabla 3-17 del
scaffold en forma de cubo fabricado de PLA con un relleno del 20%, muestran un moédulo de
elasticidad de 433,60 MPa y una resistencia a compresion de Rc=11,44 MPa, por lo que podemos
afirmar que el scaffold de PLA tiene una desventaja cuando se usan en ingenieria de tejidos debido
a una resistencia mecanica inferior a la de los huesos normales [55], [56].

PLA
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©
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o 5
= —e—PLA
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0
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Deformation [mm]

Figura 4-51: Stress-strain of PLA hueco.

Tabla 4-17: Valores medios de las propiedades mecanicas estudiadas en los compuestos de PLA impresos en 3D
rellenos de pasta inyectable.

MECHANICAL TESTS
Young .
e
MPa] g
PLA FILLING 20000 510
PLA 80%
HUECO 433,6 11,44
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Por tanto, el scaffold tiene pobres propiedades mecdanicas y es necesaria su combinacién con otro
polimero natural o sintético, u otro tipo de material, para proporcionar unas mejores propiedades
mecanicas [57].

e Caracterizacion del scaffold relleno

De acuerdo con el apartado anterior, y con objeto de mejorar los resultados recogidos, se procedid
a rellenar el Scaffold de PLA con una pasta compuesta por HA y BG 45S5.

La HA ha sido ampliamente estudiada por su biocompatibilidad y potencial osteogénico, lo que la
ha llevado a ser utilizada como un material para injertos en defectos éseos. El BG 45S5 ha sido el
vidrio mas ampliamente investigado en aplicaciones biomédicas. El BG también posee la gran
propiedad de unirse quimicamente al tejido dseo. Su unién al hueso se atribuye a la formacién de
una capa de hidroxiapatita carbonatada (HCA), biolégicamente activa, sobre la superficie del BG al
encontrarse en contacto con el fluido corporal, la cual genera la unién entre el tejido vivo y el
biomaterial. Al combinar estos tres materiales en forma de un scaffold relleno se mezclan las
propiedades de los materiales potenciando su posible uso en la ingenieria de tejidos [58], [59], [60].

e Propiedades mecanicas del scaffold relleno

Para mejorar las caracteristicas mecanicas del scaffold, se rellend con una mezcla de biovidrio e
hidroxiapatita, y se evaluaron sus las propiedades mecanicas.

PLA+SAMPLE 3
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Figura 4-52: Tension-deformacion de PLA hueco + muestra 3.

El mdédulo de Young, también conocido como el mdédulo de elasticidad longitudinal, es una
constante que poseen los materiales que refleja el grado de elasticidad que posee un determinado
material. Los materiales con mayor médulo de Young son menos elasticos, es decir, mas rigidos, y
los materiales con menor mddulo de Young poseen mayor elasticidad. Por tanto, a la vista de los
resultados obtenidos para el scaffold de PLA y PLA relleno se desprende que este ultimo es mas
elastico que el scaffold de PLA.

El andamio debe proporcionar a las células una estructura tridimensional y un soporte mecanico
apropiado para su adhesion y proliferacién, permitiendo el crecimiento en una estructura funcional
biomimética adecuada [61]. En particular, los biomateriales aplicados a la reparacidn del tejido éseo
deben tener propiedades mecanicas similares a este tipo de tejido. Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que la muestra 3 exhibié un maddulo elastico que es apropiado para ser utilizado en esta
area. Teniendo en cuenta que el tejido dseo se organiza en hueso esponjoso (alrededor del 20% del

217



ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA PARA LA CREACION DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES BIOMIMETICAS CON LA
CAPACIDAD DE PRODUCIR REGENERACION CELULAR

RESULTADOS

esqueleto total) y hueso cortical o compacto (alrededor del 80% del esqueleto total), las
proporciones de estas dos formas arquitecténicas difieren en varias ubicaciones en el esqueleto. El
hueso cortical es casi solido, con un 10% de porosidad, mientras que el hueso trabecular presenta
una porosidad de entre el 50 y el 90%, lo que hace que su mddulo y su mdaxima resistencia a la
compresién sean aproximadamente 20 veces inferiores a la del hueso cortical [62]. In vitro, los
andamios deben tener suficiente resistencia mecdnica para soportar las presiones hidrostaticas y
para mantener los espacios necesarios para el crecimiento celular y la produccién de matriz [63].

Ademas, la velocidad de degradacion de los andamios debe ajustarse de manera adecuada a la tasa
de crecimiento del tejido nuevo, de manera que cuando el sitio de la lesidn esté totalmente
regenerado, el andamio se haya degradado totalmente [62].

Como se puede observar en la Tabla 3-17, al comparar el médulo Young del hueso cortical (15GPa)
[64] con el de las muestras analizadas, se puede observar que el valor que ofrecen la muestra 3
(20GPa) es superior, lo que significa que el andamio tiene tanta resistencia mecanica como el hueso.
Por lo tanto, estos andamios pueden utilizarse en huesos expuestos a tension.

> Evaluacién de la bioactividad del scaffold relleno

Se evalud la bioactividad de los scaffold rellenos mediante inmersién en fluido corporal simulado
(SBF) y posterior andlisis mediante SEM. Para ello, se prepararon cinco ensayos con la muestra 3y
se introdujeron en los scaffold de PLA. La primera muestra no se sumergié en SBF, y fue utilizada
como muestra de referencia. El resto de las muestras estuvieron sumergidas en SBF durante 1, 3, 5
y 7 dias respectivamente (Figuras 53 a 57).

|
CENTRATS o A

Figura 4-53: Imagen SEM del andamio de referencia con ampliacién 200x.
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Figura 4-55: Imagen SEM del andamio SBF de 3 dias con ampliacion de 3000x.
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Figura 4-57: Imagen SEM del andamio SBF de 7 dias con ampliacion de 3000x.

Las imagenes SEM correspondientes a la figura 3-53 (muestra de referencia sin contacto con SBF)
presentan una superficie irregular con la presencia de poros de diferentes tamafios. Asi mismo, se
observa la presencia de hidroxiapatita probablemente sobre el biovidrio. En las siguientes imagenes
ya podemos ver el crecimiento de la hidroxiapatita en la superficie, proceso que va sucediendo con
el transcurso de los dias de contacto del SBF con las muestras, hasta la formacién de la gruesa capa
de fosfato de calcio que se aprecia en la Figura 3-57. Ademas, se observa un crecimiento por
nucleacidon conforme aumenta el tiempo de contacto con SBF. Esto muestra el comportamiento
Optimo del sustrato en condiciones bioldgicas.
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4.7.5 Conclusiones
Tras realizar la caracterizacién de las dos muestras se ha llegado a las siguientes conclusiones:

Las muestras 2 y 3 presentaron una disminucion de la viscosidad con el aumento de la velocidad de
corte, siendo este un comportamiento tipico de un material no-Newtoniano, pero la muestra 3
presentd una mayor linealidad y una menor dispersion de los datos proporcionados. Ademas, esta
muestra tiene un tiempo de fraguado mayor en comparacion con la muestra 2. A la vista de estos
resultados, la muestra 3 es mas adecuada para los requerimientos de este trabajo por tener de
partida una inyeccidn mas facil, por lo que es la utilizada en el resto del trabajo.

La porosidad del 80% obtenida como resultado de rellenar el cubo de PLA con la pasta BGP+HA
resultd apropiada para llevar a cabo el experimento, ya que ese valor se considera éptimo para este
tipo de procesos.

La muestra 3 presenta un moédulo de Young de 20GPa (Tabla 3-17), mas alto que el que presenta el
hueso cortical, por lo que los scaffold generados con esta pasta, de origen, tienen una resistencia
mecdnica suficiente para ser utilizados en posibles implantes 6seos

Los resultados de bioactividad fueron realmente prometedores, ya que las muestras sumergidas en
SBF durante 1, 5y 7 dias respectivamente mostraron crecimiento celular en la superficie, e incluso
en la muestra sumergida durante 7 dias se observé un crecimiento celular apilado. Este suceso
demuestra el comportamiento éptimo del sustrato en condiciones bioldgicas. Tras los resultados
expuestos se puede concluir que este trabajo muestra que, aunque ya se habian realizado algunos
estudios con pastas similares, nunca se habian llevado a cabo con esta aplicaciéon y en combinacion
con estructuras de PLA. Esta mezcla particular de materiales puede desarrollarse para andamios de
alta precision.
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5

CONCLUSIONS

This thesis has led to the following conclusions:

>

Bioprinting is a tool with an exponential development, in which new and important
discoveries are being made every day. This technology, in a matter of a few years, has
undergone an enormous evolution that will continue to grow due to its great possibilities in
the field of medical regeneration. Bioprinting therefore represents a revolution in modern
medicine due to current and future developments, taking into account the applications that
are yet to be discovered.

The use of materials such as bioglasses and hydroxyapatite can be very interesting in
combination with hydrogels, due to their mechanical properties and bioactivity.

With the methodology developed for the characterisation of hydrogels, which includes
techniques such as the sessile drop method, the filament collapse test, the quantitative
evaluation of the gelation state and the printing grid test, it is possible to optimise the
amount of material used and predict, to a large extent, the behaviour of hydrogels after the
bioprinting process, being able to discard those formulations that do not behave well before
carrying out the cell inclusion process.

PCL, due to its high printability, its high strength, its ability to produce bridges without
collapsing and its biocompatibility, is the most interesting of all the materials studied.

From the study of the hydrogels used in this work, it has been found that, although the
hydrogels studied are better than thermoplastics in terms of cell viability, they have low
mechanical properties to generate biomimetic structures, either because of poor gelation
leading to low printability, or because they are unable to generate bridges without
collapsing.

It has been shown that there is a clear linear relationship between the pressure to be applied
to the biomaterial at the inlet of the system and the rheological parameter flow consistency
index (k). There is also a linear relationship between the extrusion time, which in turn is
related to the displacement speed of the dispensing head, and the rheological parameter
flow behaviour index (n).

Alginate-based hydrogels formulated with crosslinking agent, consisting of 3.5%, 4.0% and
5.0% (w/v) alginate and 3.5% (w/v) CaCl2, show a typical behaviour of a non-Newtonian
pseudoplastic fluid. In addition, viscosity and density increase with increasing alginate
content. Also, hydrogels with lower alginate content show a higher sensitivity to the pressure
applied at the inlet, so that, by increasing the pressure in smaller ranges, they show a higher
variation in the extrusion flow, as opposed to what happens with samples with higher
alginate content.

5% GelMA allowed the realisation of complex structures as it has a high capacity to
reproduce structures without causing problems during printing.
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» The use of hydrogels provides good cell viability properties by better mimicking the
extracellular matrix of the different tissues of the organism, so their improvement and
development should be a priority in the study of bioprinting.

» From the above conclusions we can deduce the need to advance in the improvement of
hydrogels, in order to match the mechanical properties, and therefore printability, of
biocompatible thermoplastics. If this could be achieved, bioprinting could become a reality
for today's medicine. This is why the invention resulting from this work achieves:

» An optimisation of the use of resources, a relevant factor for any current economy due to
the fact that this technology would be more accessible and studied.

» A standardised process for analysing the biomaterials used in bioprinting, with the aim of
obtaining printability and structural capacity values, ensuring sterility conditions for cell
viability tests and safeguarding the optimum boundary conditions for the bioprinting
process, in order to be able to analyse their potential for use in the bioprinting of biomimetic
tissues. In this way, the results of the characterisation process are reproducible and
standardisable, ensuring that the same results can be reproduced for the same material
regardless of where the test is performed.
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5.1 Conclusiones

Mediante la realizacion de esta tesis se ha podido llegar a las siguientes conclusiones:

>

La bioimpresion es una herramienta con un desarrollo exponencial, en la que cada dia que
pasa se realizan nuevos e importantes descubrimientos. Esta tecnologia, en cuestion de
pocos anos, ha sufrido una enorme evolucidn que se mantendrd al alza debido grandes
posibilidades en el campo de la regeneracién médica. Por ello, la bioimpresidon supone una
revolucion en la medicina moderna gracias a los avances actuales y futuros, teniendo en
cuenta las aplicaciones que aun quedan por descubrir.

El uso de materiales como los biovidrios y la hidroxiopatita puede ser muy interesante en su
combinacidn con hidrogeles, debido a sus propiedades mecanicas y de bioactividad

Con la metodologia desarrollada para la caracterizacidn de hidrogeles, que incluyen técnicas
como el método de gota sésil, el ensayo de colapso de filamentos, la evaluacién cuantitativa
del estado de gelificacidon y el ensayo de rejilla de impresidn, se consigue optimizar la
cantidad de material utilizado y predecir, en gran medida, el comportamiento de los
hidrogeles tras el proceso de bioimpresidn, pudiendo descartar aquellas formulaciones que
no se comportan bien antes de realizar el proceso de inclusion celular.

El PCL, debido a su alta imprimibilidad, su alta resistencia, su capacidad de producir puentes
sin colapsar y su biocompatibilidad, es el mas interesante de todos los materiales estudiados.

A partir del estudio de los hidrogeles utilizados en este trabajo se ha comprobado que,
aunque los hidrogeles estudiados son mejores que los termopldsticos en términos de
viabilidad celular, tienen propiedades mecanicas bajas para generar estructuras
biomiméticas, ya sea por una gelificacidn deficiente que conduce a una baja imprimibilidad,
0 porque son incapaces de generar puentes sin colapsarse.

Se ha comprobado que existe una clara relacidn lineal entre la presién que debe aplicarse al
biomaterial a la entrada del sistema y el pardametro reolégico indice de consistencia de flujo
(k). Asimismo, también existe una relacién lineal entre el tiempo de extrusion, relacionado a
su vez con la velocidad de desplazamiento del cabezal dispensador, y el pardmetro reoldgico
indice de comportamiento de flujo (n).

Los hidrogeles formulados a base de alginato con agente reticulante, compuestos por 3,5%,
4,0% vy 5,0% (p/v) de alginato y 3,5% (p/v) de CaCl,, muestran un comportamiento tipico de
un fluido pseudopldstico no newtoniano. Ademas, la viscosidad y la densidad aumentan con
el incremento de la proporcion de alginato. Asimismo, los hidrogeles con menor proporciéon
de alginato presentan una mayor sensibilidad a la presion aplicada en la entrada, por lo que,
al aumentar la presiéon en rangos menores, presentan una mayor variacion en el flujo de
extrusion, a diferencia de lo que ocurre con las muestras de mayor porcentaje de alginato.

El GelMA al 5% permitio la realizacion de estructuras complejas al tener gran capacidad para
reproducir estructuras sin causar problemas durante la impresién.
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» Eluso de hidrogeles proporciona buenas propiedades de viabilidad celular al imitar mejor la
matriz extracelular de los diferentes tejidos del organismo, por lo que su mejora y desarrollo
debe ser una prioridad en el estudio de la bioimpresion.

» De las anteriores conclusiones se deduce la necesidad de avanzar en la mejora de los
hidrogeles, para igualar las propiedades mecdnicas vy, por tanto, de imprimibilidad, de los
termoplasticos biocompatibles. Si esto se consiguiera, la bioimpresion podria llegar a ser una
realidad para la medicina actual. Es por ello que la invencidn fruto de este trabajo consigue:

o Una optimizacién del uso de recursos, factor relevante para cualquier economia
actual debido a que esta tecnologia seria mas accesible y estudiada.

o Un proceso normalizado para analizar los biomateriales usados en bioimpresién, con
el objetivo de obtener valores de imprimibilidad y capacidad estructural, asegurando
las condiciones de esterilidad para las pruebas de viabilidad celular y salvaguardando
las condiciones de contorno éptimas para el proceso de bioimpresidn, para poder
analizar su potencial de uso en la bioimpresiéon de tejidos biomiméticos. De esta
forma, los resultados del proceso de caracterizacién son reproducibles vy
normalizables, asegurando que esos mismos resultados puedan ser reproducidos
para el mismo material con independencia del lugar de realizacion del ensayo.
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6 FINANCIACION OBTENIDA Y LINEAS FUTURAS

6.1 Coste de la investigacion
La investigacion ha sido financiada por:

» Fondo Europeo de Desarrollo Regional FEDER en el marco del programa Interreg VA Espafia
- Portugal (POCTEP) 2014-2020, proyecto numero 0633 _BIOIMPACE_4 A con una cuantia
econdmica por parte de la Universidad de Extremadura de 632.122,26¢€.

» Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) en el marco del proyecto (BIOSIMPRO) con
el cédigo 2021/00110/001. Con una cuantia econdmica de 149.912,40€
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6.2 Lineas futuras de investigacion

Uno de los grandes retos de la bioimpresidn es convertirse en una herramienta rutinaria en el campo
de la medicina. Para ello necesita en primer lugar un desarrollo de la tecnologia para asegurar y
normalizar los resultados obtenidos, y en un segundo lugar conseguir una reduccién de los costes.

Es por ello que las principales lineas de investigacion deben ser:

» Estudio de la tecnologia de bioimpresion para conseguir estructuras biomiméticas
funcionales para su trasplante en pacientes reales.

» Optimizar el proceso de bioimpresién para mejorar los tiempos de procesamiento y asegurar
unas condiciones de viabilidad celular.

» Normalizar el proceso de caracterizacidén y bioimpresién de estructuras biomiméticas, para
conseguir que la bioimpresién 3D sea una tecnologia aplicable a la medicina actual.

» Estudio de nuevas formulaciones de hidrogeles que aumenten sus propiedades mecanicas y
mejoren la supervivencia y posterior diferenciacion celular.

» Estudio de la bioimpresion 4D. La cual consiste en la creacidn de estructuras tridimensionales
gue son capaces de responder a un estimulo cambiando de forma, color o funcién, entre
otros cambios. Esto es de especial interés en la medicina debido a que estas estructuras
podrian formar parte de implantes ortopédicos inteligentes, de métodos que administren
farmacos de forma dirigida o de scaffolds inteligentes en ingenieria de tejidos. Esta es la
nueva linea de investigacién de la bioimpresion, que supondra grandes avances en la
ingenieria biomédica y aportard resultados para problemas actuales sin solucién.

A pesar de los grandes avances realizados, los problemas a los que se enfrenta la bioimpresién son
el elevado tiempo de procesamiento de las estructuras generadas, las cuales tardan en imprimirse
y posteriormente deben mantenerse en unas condiciones muy especificas para tratar de lograr
supervivencia celular e integridad estructural, y la incapacidad de crear directamente estructuras
dindmicas que se parezcan mas a los tejidos vivos del cuerpo, los cuales presentan grandes
complejidades.

Es por ello que, ademas, se prevé la investigacion continuada de los diferentes hidrogeles
disponibles, de nuevas formulaciones y de las condiciones en las cuales se debe utilizar cada uno,
para asegurar las condiciones que mejor aunen buenas propiedades mecanicas con alta viabilidad
celular. En un futuro estos descubrimientos permitirdn disminuir el tiempo de impresién al mismo
tiempo que se aumenta la viabilidad celular, ademas de lograr la similitud de los tejidos bioimpresos
con los tejidos reales del organismo.
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