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RESUMEN

La presente tesis abordd la creacion de estructuras tridimensionales para investigar el cancer
de mama, por lo que el objetivo principal fue disefiar andamios 3D biomiméticos que replicaran
aspectos clave de la arquitectura y propiedades mecénicas del tejido mamario humano,
fabricados mediante técnicas de manufactura aditiva, como SLA y FDM, utilizando materiales
como resina 'y PLA. Estos andamios fueron empleados como modelos iniciales para evaluar la
viabilidad de esta estrategia utilizando macrofagos de ratbn RAW 264.7 como sistema de

prueba para analizar el crecimiento celular y la interaccidn con el microambiente disefiado.

La metodologia incluy6 una revision de la literatura sobre tejido mamario, cdncer de mama,
macrofagos de raton y tecnologias de impresion 3D. Asimismo, se utilizaron softwares como
ImageJ para identificar la morfologia de un tejido mamario, Autodesk Fusion360 para disefiar
los andamios, el software Microplate Manager 6 para realizar la lectura de la placa de 96
pocillos y tecnologias FDM y SLA para la fabricacion de los andamios. De acuerdo con los
ensayos, los andamios impresos en 3D soportaron el crecimiento celular, destacAndose la

importancia de la porosidad y el tamafio del poro.

En conclusién, esta tesis demostro el potencial de las tecnologias de impresion 3D en la
fabricacion de andamios y proporciond una base para estudios relacionados con el cancer de

mama.
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INTRODUCCION

Las células del cuerpo humano se reproducen y proliferan mediante mecanismos de
division celular que garantizan la supervivencia de los organismos; no obstante, cuando este
ciclo se altera se produce un crecimiento descontrolado de ciertas células en el cuerpo y estas
tienen la capacidad de constituir masas de tejido conocidas como tumores, estos pueden ser de

naturaleza cancerosa o no cancerosa (National Cancer Institute [NCI], 2021).

El cancer engloba multiples tipos de neoplasias, y constituye una de las principales
causas de mortalidad a nivel mundial, con cerca de 10 millones de fallecimientos en el afio
2020. Entre los tipos de cancer mas diagnosticados ese afio se encontraron el cancer de mama
(2,26 millones de casos) y el cancer de pulmoén (2,21 millones de casos) (World Health
Organization [WHO], 2022). Asimismo, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente
en mujeres y, en Ameérica Latina, ocasiona mas de 50 mil muertes anuales; ademas, en el Perq,

en 2020, fue el cancer més prevalente (World Health Organization [WHO], n.d.).

El desarrollo del cancer de mama se origina como consecuencia de dafios en el ADN,
tales como rupturas o modificaciones quimicas, asi como por mutaciones genéticas, las cuales
corresponden a cambios heredables en la secuencia genética. Estas alteraciones afectan los
mecanismos normales de regulacién celular y favorecen la proliferacion descontrolada de las
células mamarias (Alkabban et al., 2024). Esta patologia se clasifica en cuatro estadios clinicos,
los cuales permiten determinar el grado de avance de la enfermedad. El estadio O se caracteriza
por la presencia de células anormales confinadas al sitio de origen, sin invasion del tejido
adyacente. Los estadios | y Il corresponden a fases en las que el tumor ha comenzado a
extenderse localmente, mientras que el estadio 11l se asocia a una diseminacion mas extensa,

pudiendo comprometer ganglios linfaticos regionales y tejidos vecinos. Este estadio se



subdivide en diferentes categorias segun el tamafio tumoral y el grado de diseminacion
regional. Finalmente, el estadio IV se presenta cuando el cancer de mama ha producido
metéstasis en organos distantes del cuerpo (National Cancer Institute [NCI], 2022). En el
contexto peruano, se ha reportado que aproximadamente el 50 % de los casos de cancer de
mama son diagnosticados en estadios avanzados, especificamente en los estadios Il y IV, a
pesar de la existencia de programas de tamizaje implementados a nivel nacional (Araujo et al.,

2023).

Las opciones de tratamiento para el cancer de mama consisten en una mastectomia,
radiacion para tratamiento local, terapia hormonal o quimioterapia y ensayos clinicos (National
Breast Cancer Foundation, 2019). Por otro lado, en los Gltimos afios se han estado utilizando
animales como parte de investigacion de un tratamiento o cura para el cancer debido a que estos
brindan la oportunidad de comprender acerca de las bases genéticas del cancer, el rol de ciertos
genes, las mutaciones genéticas en su origen 'y progresion (Li etal., 2021). Los roedores son muy
utilizados en evaluaciones farmacotoxicologicas; no obstante, el uso de estos animales ha
generado inquietudes éticas y técnicas al no permitir recrear de manera precisa la arquitectura

y el microambiente celular de los tejidos humanos por completo (Van, 2020).

Segun expertos del Instituto Coreano de Maquinaria y Materiales (KIMM) y del
Instituto Coreano de Investigacion de Biociencia y Biotecnologia (KRIBB). La bioimpresién
3D podria representar un enfoque novedoso para el estudio y tratamiento del cancer (P, 2023).
Una de las principales ventajas de la bioimpresion 3D es su capacidad para la fabricacion de
tejidos especificos, asi como el desarrollo de metodologias de impresion que incorporan
andamios tridimensionales elaborados a partir de componentes bioldgicos (Starly &

Shirwaiker, 2015). Tradicionalmente, las células se han cultivado en superficies planas (2D),



lo cual influye en su morfologia celular y puede alterar la expresion génica y la regulacion de
proteinas en comparacion con las células que se desarrollan en un microambiente fisiologico.
En el organismo, las células se encuentran rodeadas por una matriz extracelular tridimensional
(3D), compuesta por proteinas y fibras, que desempefia un papel fundamental en la regulacion
celular. Por esta razon, se han desarrollado sistemas de cultivo celular en 3D, como los
andamios, con el objetivo de reproducir de manera mas fiel el comportamiento celular in vivo

y obtener resultados experimentales mas representativos (Polonio-Alcala et al., 2018).

Por ello, el objetivo de este trabajo de investigacion es disefiar andamios
tridimensionales biomiméticos que reproduzcan aspectos clave de la arquitectura y propiedades
mecanicas del tejido mamario humano, mediante su fabricacion a través de distintas técnicas
de manufactura aditiva. Esto permitira ajustar y evaluar caracteristicas fisicas, utilizarlos como
sustratos para el cultivo de macrofagos de raton y analizar su potencial en la investigacion de
tratamientos terapéuticos, contribuyendo al avance en la comprension del cancer de mama.
Asimismo, esta investigacion integra los fundamentos teoricos, el desarrollo experimental y el
analisis de los resultados obtenidos en el disefio, fabricacién y caracterizacion de estos

andamios mediante manufactura aditiva.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

En este capitulo se exponen conceptos necesarios para comprender el contexto y la
relevancia del estudio realizado. Se aborda una descripcion del tejido mamario y de los
macrofagos de raton RAW 264.7, lo cual resulta fundamental para entender aspectos de la
biologia tumoral y del microambiente celular asociado al cancer. Asimismo, se describen las
principales tecnologias de impresion 3D y su aplicacion en la fabricacion de andamios
tridimensionales. Finalmente, se presenta una revision del estado del arte, destacando los
avances recientes y las metodologias actuales en el disefio y fabricacion de andamios para

modelos de cultivo celular relacionados con el estudio del cancer.

1.1. Tejido mamario

La mama es un 6rgano con una estructura heterogénea compuesta por tejido adiposo,
glandular y fibroso (Figura 1). Su morfologia, estructura y propiedades fisicas y mecanicas
cambian a lo largo de la vida de la mujer debido a diversos factores como la edad, el estado
fisiolégico, la menopausia, el ciclo menstrual, el embarazo, la lactancia o la presencia de
patologias (Teixeira & Martins, 2023). La mama en la mujer adulta estd conformada por un
sistema de conductos ramificados que incluyen entre 5 y 10 conductos galact6foros primarios

que desembocan en el pezdn, de los cuales se originan entre 20 y 40 conductos segmentarios y


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.7r8w11mgthq1
https://pt.linkedin.com/in/ana-margarida-teixeira-7072236

entre 10 y 100 conductos subsegmentarios. Estos conductos terminan en unidades glandulares
denominadas unidades lobulillares del conducto terminal, las cuales constituyen el sitio de
origen de la mayoria de los carcinomas de mama. Los conductos y los acinos lobulillares estan
revestidos por dos capas celulares: una capa interna de células luminales y una capa externa de
células mioepiteliales (Livasy & Calhoun, 2023). En la Figura 2 se muestra una fotomicrografia

de l6bulos mamarios en condiciones fisioldgicas.

Figura 1. Seccion transversal de la mama Figura 2. Fotomicrografia de l6bulos
Femenina (Jesinger, 2014). mamarios normales (Jesinger, 2014).

El comportamiento mecanico de los tejidos desempefia un papel fundamental en la
investigacion del tejido mamario. Mediante el uso de elastografia por resonancia magnética se
identifico que el tejido glandular presenta una rigidez aproximada de 2,45 + 0,2 kPa, mientras
que el tejido adiposo exhibe valores cercanos a 0,43 + 0,07 kPa (Figura 1). Asimismo, diversos
estudios han demostrado que los tumores malignos presentan una mayor rigidez que los
tumores benignos, siendo hasta siete veces mas rigidos que los tejidos mamarios en condiciones
fisioldgicas

Las curvas tension-deformacion de los tejidos mamarios humanos muestran un
comportamiento no lineal de tipo exponencial, donde el tejido adiposo presenta una respuesta
mas cercana a un comportamiento lineal. En contraste, el tejido tumor maligno exhibe el
modulo de Young maés alto, lo cual se asocia a una estructura mas densa y a una mayor

presencia de fibras colagenes, factores directamente relacionados con el incremento de la


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.wlnzx1ftj77w

rigidez tisular. Asimismo, se ha observado que a mayor grado de invasividad tumoral, mayor

es el mddulo elastico del tejido (Teixeira & Martins, 2023).

1.2 Cancer de mama

La mayoria de los canceres de mama corresponden a adenocarcinomas que se originan
en las unidades lobulillares del conducto terminal. La carcinogénesis del cancer de mama es un
proceso multifactorial, en el cual intervienen factores hormonales, genéticos y ambientales
(Harbeck et al., 2019). Entre los principales factores que incrementan el riesgo de desarrollar
esta patologia se incluyen la menarquia temprana, la menopausia tardia, la edad avanzada en el
primer parto vivo, los antecedentes familiares de cancer de mama a edad temprana, la
exposicion a irradiacion terapéutica de la pared toracica, la presencia de enfermedad mamaria
proliferativa benigna y las mutaciones genéticas en los genes de susceptibilidad al cancer de
mama y ovario, como BRCA1 y BRCA2 (Alkabban et al., 2024).

La atencion a pacientes con cancer de mama ha experimentado avances significativos
en las Gltimas seis décadas, incorporando el uso de las terapias neoadyuvantes, quimioterapia
basada en taxanos, terapias hormonales y terapias dirigidas contra HER2. Actualmente, los
esquemas terapéuticos se individualizan, considerando tanto las caracteristicas del tumor como
las comorbilidades y preferencias de los pacientes.

En el ambito de la oncologia médica, en la actualidad es posible evitar el uso de
quimioterapia en aproximadamente la mitad de los pacientes con cancer de mama con receptor
hormonal positivos y HER2 negativo, mediante la aplicacion de pruebas genomicas de
pronostico. Asimismo, se encuentran en reevaluacion la necesidad de administrar terapia
endocrina adyuvante durante periodos prolongados, como diez afios, lo cual permitiria en el
futuro adaptar los tratamientos de forma maés personalizada y reducir efectos secundarios

innecesarios (Smith-Graziani et al., 2020).


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.7r8w11mgthq1
https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.ps6bkujx48m7

1.3 Macrdéfagos de raton RAW 264.7

Las células RAW 264.7 corresponden a una linea de macréfagos derivados de un tumor
inducido por el virus de la leucemia murina en ratones de la cepa BALB/c (Figura 3). Estas
celulas presentan una morfologia cuboidal o fusiforme y se caracterizan por una baja capacidad
de adherencia al sustrato. Es frecuente que formen uniones debiles entre si, lo que favores su
agrupamiento y la adopcion de una morfologia méas redondeada, especialmente en cultivos con
alta densidad celular.

A medida que el cultivo alcanza mayores niveles de confluencia, es esperable que
algunas células viables se desprendan y permanezcan en suspension en el medio de cultivo.
Estas células no adheridas mantienen su funcionalidad y pueden ser recuperadas mediante

centrifugacion suave (American Type Culture Collection [ATCC], 2020).

- ) __ Vo) E g /10
Low Density Scale Bar = 100um High Density

Figura 3. Células RAW 264. (RAW 264.7 - TIB-71 | ATCC, 2020).
1.4  Tipos de andamios
Los andamios tridimensionales, conocidos en la literatura como scaffolds, son
estructuras porosas ampliamente utilizadas en la ingenieria de tejidos, ya que proporcionan un
soporte fisico que permite la adhesion, proliferacion y crecimiento celular, ademas de favorecer
la formacion de matriz extracelular (Papaioannou et al., 2019). Asimismo, los andamios
tridimensionales pueden influir en las sefiales mecanicas y bioquimicas del microambiente

celular, facilitando las interacciones célula- célula y célula- matriz extracelular.


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.ielw1gkizmxz

Estos sistemas son ampliamente empleados para el cultivo de células en condiciones

fisiolégicas, asi como de celulas tumorales primarias derivadas de pacientes, y para la

evaluacion de la respuesta a farmacos, contribuyendo al desarrollo de modelos experimentales

orientados hacia terapias personalizadas. Existen diversos tipos de andamios utilizados en la

ingenieria de tejidos (Figura 4), cuyas principales ventajas y desventajas se resumen en la Tabla

1 (Unnikrishnan et al., 2021).

Tabla 1

Algunos tipos de andamios, ventajas y desventajas

Tipo

Ventajas

Desventajas

Hidrogeles

Bioimpresos en 3D

Descelularizados

Fibrosos

De microesferas

Incorporados de
nanoparticulas.

Capacidad de reaccion analoga a la de un
tejido.

Generalmente biocompatible
Baja inmunogenicidad.

Excelente capacidad pararecrear de
manera precisa microambientes
biomiméticos.

Distribucion homogénea de las células.

Proporciona un entorno ECM

Alta bioactividad
Baja inmunogenicidad

Promueve las interacciones entre la
célula y el material.

Se destaca por tener una elevada relacién
entre la superficie y el volumen, lo que
promueve la proliferacién, migracion,
adhesion y diferenciacién de las células.

Liberacién acumulativa de sustancias
bioactivas encapsuladas.

Mantenimiento prolongado de células
cancerosas en cultivo

Excelentes propiedades mecanicas

Alta capacidad de penetracién
Propiedades de superficie ajustables

Resistencia mecéanica minima

Los geles fisicamente reticulados son débiles

Las soluciones de baja concentracion pueden ser
un factor limitante al incorporar material en una
estructura 3D.

La descelularizacion de los tejidos gruesos puede
resultar dificil.

El nimero de sitios de adhesién celular es
limitado.

Baja estabilidad estructural
Limitado por la siembra de células

La morfologia del andamio es dificil de regular.
Limitado en espesor y tamafio de poro pequefio.

Puede resultar en la pérdida de bioactividad de los
factores encapsulados.

Toxicidad del disolvente residual

Caro

Agregacion de particulas



https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.c1vdvk3egt45

Figura 4. Tipos de andamios. (a) Hidrogeles (Angels Lépez, 2020), (b) Bioimpresos en 3D (HospiMedica en
Espariol, 2024), (c) Descelularizados (Ventura et al., 2015), (d) Fibrosos (Li & Cooper, 2011), (e) De
microesferas (Hou et al., 2017), (f) Incorporados de nanoparticulas (Alvarez-Chimal et al., 2024).

1.5  Tecnologias y aplicaciones de la impresion 3D

El desarrollo de modelos tridimensionales del tejido mamario ha contribuido de manera
significativa a la comprension de la progresion del cancer de mama, y se ha consolidado como
una herramienta experimental para la evaluacion de respuestas farmacoldgicas y el estudio de
estrategias terapéuticas personalizadas en pacientes con esta patologia (Maghdouri-White et
al., 2016).

Los sistemas de cultivo tridimensional basados en andamios han demostrado presentar
respuestas a farmacos distintas a las observadas en cultivos bidimensionales, incluyendo una
mayor resistencia aparente a los tratamientos, lo que los convierte en modelos mas
representativos para la evaluacion de la eficacia de medicamentos. Entre los principales
modelos de andamios utilizados para la validacion de farmacos en cancer de mama se
encuentran los andamios derivados de pacientes, las matrices tisulares descelularizadas, los
andamios fibrosos, los andamios electrohilados a base de policaprolactona, los andamios de
fibroina de seda, los andamios basados en hidrogeles impresos en 3D y los andamios de

poliestireno estratificados con fibroblastos (Unnikrishnan et al., 2021).
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Las técnicas tradicionales de fabricacion de andamios constituyeron los primeros
enfoques para la obtencion de estructuras que imitan tejidos regenerativos. Sin embargo, debido
a sus limitaciones en precision y control geométrico, surgié la necesidad de desarrollar
tecnologias de impresion 3D, las cuales permiten fabricacion de andamios con mayor
complejidad estructural y control espacial de los materiales empleados (Do et al., 2018).

Entre las principales técnicas de bioimpresion tridimensional empleadas se encuentran
la bioimpresion basada en extrusion, la bioimpresion por inyeccion de tinta, la estereolitografia
y la bioimpresion asistida por laser (Gillispie et al., 2020).

Bioimpresion basada en extrusion

La bioimpresion basada en extrusion, conocida por sus siglas en inglés como EBB, es
una de las técnicas mas utilizadas en ingenieria de tejidos. Este tipo de impresoras cuenta con
multiples cabezales que permiten la deposicidn controlada de distintos biomateriales dentro de
una misma estructura. A diferencia de otras técnicas, la EBB puede trabajar con densidades
celulares mas elevadas y admite una amplia variedad de biomateriales. No obstante, durante el
proceso de extrusion, las células son sometidas a esfuerzos mecanicos y presiones al pasar por
la boquilla, lo que puede afectar su viabilidad y funcionalidad. Asimismo, esta técnica depende
del uso de biotintas, las cuales estan compuestas por una combinacion de células, biomateriales
y moléculas sefializadoras (Gillispie et al., 2020).

Bioimpresion por inyeccion de tinta

La bioimpresion por inyeccion de tinta utiliza procesos térmicos, piezoeléctricos o
microvalvulas para dispensar gotas de soluciones diluidas y conformar estructuras
tridimensionales. Esta tecnologia permite la fabricacién de geometrias complejas; sin embargo,
la presencia de células en la biotinta puede alterar la formacién y el desplazamiento de las

gotas, afectando la calidad de impresién. Ademas, el uso repetido de tecnologia piezoeléctrica


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.7hpdkjuq7oau
https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.7hpdkjuq7oau
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puede ocasionar dafios en la membrana celular y provocar lisis celular (Rider, 2018; Li et al.,
2016).
Estereolitografia

La estereolitografia, conocida por sus siglas en inglés como SLA, es una tecnologia de
manufactura aditiva basada en el principio de fotopolimerizacion en tina. Este método emplea
luz ultravioleta para polimerizar una resina liquida capa por capa, solidificando selectivamente
las regiones expuestas. A diferencia de la tecnologia de modelado por deposicién fundida, la
estereolitografia no requiere el calentamiento de la plataforma ni de una boquilla de extrusion,
y permite obtener estructuras con mayor resolucion y precision dimensional (Atwater, 2018).

En esta tecnologia se emplean distintos tipos de resinas, entre las que se incluyen resinas
estandar, calcinables, transparentes, flexibles, de alta temperatura y dentales, cada una con
propiedades y aplicaciones especificas (Najmon et al., 2019). Dado que la resina constituye el
material principal del proceso, la velocidad de impresion esta directamente influenciada por la
penetracion de la luz y la profundidad de curado, factores que determinan la formacion de
nuevas capas. Estas propiedades pueden ser modificadas mediante el ajuste de la viscosidad de
la resina y la incorporacion de aditivos fotoabsorbentes y agentes que facilitan el proceso de
polimerizacion.

Las resinas tipicamente utilizadas en estereolitografia estin compuestas por polimeros
como acrilatos y epoxis. Sin embargo, en aplicaciones biomédicas, el uso de acrilatos presenta
limitaciones debido a su potencial citotdxico, lo que restringe su empleo en sistemas de cultivo
celular y en ingenieria de tejidos (Hervas Garcia et al., 2024).

Polyjet

La tecnologia PolyJet emplea fotopolimeros depositados sobre una plataforma y

solidificados mediante luz ultravioleta para fabricar piezas con alta resolucién y acabado

superficial uniforme. Este método permite la produccion de geometrias complejas mediante


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.m2x2o6vtv58
https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.m2x2o6vtv58
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capas ultradelgadas, alcanzando precisiones del orden de 0,015 mm. Su funcionamiento es
similar al de una impresora de inyeccion de tinta, donde el material se solidifica capa por capa
y los soportes son eliminados posteriormente mediante disolventes, obteniéndose estructuras
listas para su uso sin requerir posprocesamiento adicional (Muthuram et al., 2022).

Modelado por deposicion fundida

El modelado por deposicion fundida, conocido por sus siglas en inglés como FDM, fue
desarrollado a finales de la década de 1980 por S. Scott Crump con el objetivo de facilitar la
creacion de prototipos, el modelado y la produccion de piezas. Este proceso constituye una de
las técnicas de manufactura aditiva mas accesibles desde el punto de vista econémico. En el
proceso FDM, un filamento termopléstico es alimentado a través de una boquilla calentada,
donde el material se funde y se deposita de forma controlada sobre la plataforma de impresion.
La boquilla se desplaza lateralmente durante la deposicion de cada capa, mientras que la
plataforma desciende progresivamente conforme se completa cada nivel del modelo impreso
(Gillespie, 2017).

Esta tecnologia permite obtener resoluciones de capa en el rango de 10-100 pm. Entre
los materiales cominmente utilizados se encuentran el acrilonitrilo butadieno estireno, el acido
polilactico, el poliuretano termoplastico, el policarbonato, la polieterimida, el nylon y el
polietileno tereftalato glicol, siendo el &cido polilactico el material mas empleado debido a su
facilidad de procesamiento y amplia disponibilidad comercial (Camarinha-Matos, 2023).
Bioimpresion asistida por laser

La bioimpresion asistida por laser utiliza pulsos laser para transferir biomateriales desde
una cinta donadora hacia un sustrato receptor. Este sistema esta compuesto por una fuente de
laser pulsado, una capa recubierta de biomateriales y un sustrato que favorece la adhesion
celular. La irradiacion laser provoca la transferencia controlada de gotas que contienen células,

hidrogeles, proteinas o materiales ceramicos. Diversos estudios han demostrado la viabilidad
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de esta técnica para la impresion de diferentes tipos celulares, incluyendo fibroblastos dérmicos
humanos, mioblastos de raton, células endoteliales, células de cancer de mamay células madre
neurales (Li et al., 2016).

Todas las técnicas de bioimpresion tridimensional emplean biotintas que contienen
células vivas y biomateriales disefiados para imitar el entorno de la matriz extracelular,
favoreciendo la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular. Los biomateriales utilizados
pueden ser de origen natural o sintético, y algunos ejemplos de biotintas empleadas en
aplicaciones relacionadas con el cancer de mama se presentan en la Tabla 2 (Germain et al.,
2022).

Tabla 2
Biotintas aplicadas en el cancer. Fuente: Gungor-Ozkerim et al. (2018), Knowlton et al.

2017) y Ozbolat (2016)

Biotintas derivados de productos naturales

Tipode Tecnologia de . .
. p_ . g . Ventajas Desventajas
biotinta Bioimpresion

Polisacarido  Basado en gotas Bajo costo Mala adhesion celular

natural Basado en filamentos Buena imprimibilidad Degradacion rapida

(algas pardas) Excelente biocompatibilidad

Proteina Basado en gotas Excelente biocompatibilidad Baja fidelidad de forma

natural (cola  Basado en filamentos Alta adhesion celular

de rata o piel y Enzimaticamente degradable

tenddn de Propiedades mecéanicas y

bovino) estructurales cercanas al tejido
nativo

A base de Basado en filamentos Excelente biocompatibilidad Mala resistencia mecanica.

acido Amplia variedad y alto grado de

hialurénico modificaciones quimicas Se utiliza principalmente
potenciales mezclado con otros
Interactia con receptores celulares  biomateriales naturales.

Biotintas de origen sintético
Poliacrilamida  Basado en filamentos Amplia gama de elasticidad Adecuado solo para
Basado en planos Protocolo més estandarizado cultivo 2D o necesario

Basado en gotas acoplarlo con otro material
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1.6 Estado del arte

La ingenieria de tejidos ha incorporado de manera creciente el uso de andamios
tridimensionales fabricados mediante tecnologias de impresion 3D para estudiar el
comportamiento celular en microambientes mas representativos que los cultivos
bidimensionales. En particular, la literatura muestra que el desempefio de estos modelos
depende de manera critica de la arquitectura del andamio, del material empleado, de la técnica
de fabricacion y de los métodos de caracterizacion utilizados para validar la estructura y su
interaccion con las células. En esta seccion se integran estudios representativos con el fin de
comparar enfoques, identificar tendencias metodoldgicas y delimitar el aporte del presente
trabajo.

Un primer grupo de investigaciones se centra en evaluar como los parametros de
fabricacion y la arquitectura del andamio modulan respuestas celulares relevantes en modelos
de céncer de mama. Polonio-Alcald et al. 2018 analizaron andamios porosos de acido
polilactico fabricados mediante modelado por deposicion fundida, evaluando pardmetros como
altura de capa, densidad de relleno, patron de relleno, direccion de relleno y flujo de material.
El desempefio bioldgico se valoré mediante ensayos de proliferacion celular empleando células
de carcinoma de mama triple negativo MDA-MB-231. Los autores reportaron que
configuraciones especificas de impresion se asociaron con mayores tasas de proliferacion y con
la expansion de subpoblaciones celulares vinculadas a un fenotipo tipo stem, lo que destaca el
rol de la arquitectura y del control del proceso de impresion en la generacion de microambientes
tumorales. Estas diferencias estructurales en los andamios pueden observarse en la
caracterizacion microscopica presentada en la Figura 5, donde se evidencian variaciones en

porosidad y morfologia asociadas a los parametros de fabricacion.
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Figura 5. Caracterizacion microscépica de andamios de PLA (Polonio-Alcala et al., 2018).

De forma complementaria, otros estudios avanzan hacia modelos tridimensionales que
integran componentes del tejido y del microambiente, buscando una representacion mas
cercana a condiciones fisiologicas mediante biomateriales hidratados y matrices
funcionalizadas. Silva et al. 2020 desarrollaron un modelo tridimensional in vitro del tejido
mamario que integra compartimentos estromales y parenquimatosos, utilizando andamios
impresos con hidrogeles de alginato modificados con péptidos. El trabajo resalta la relevancia
de variables geométricas como el ancho del filamento y el tamafio de poro, asi como la
necesidad de caracterizacion estructural cuantitativa mediante microscopia estereoscopica e
Imagel, ademés del calculo de porosidad en multiples muestras representativas como se
observa en la Figura 6. Este enfoque evidencia una tendencia hacia el uso de hidrogeles y
matrices biofuncionalizadas para favorecer las interacciones célula-matriz y la organizacion

tisular.


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.rjo8pyan455w
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Figura 6. Andamios impresos en 3D con el uso de alginato RGD (Silva et al., 2020).

Desde una perspectiva metodoldgica méas amplia, la literatura ha propuesto enfoques de
disefio integrados que conectan la topologia del andamio con requerimientos de transporte de
nutrientes, desempefio mecanico y objetivos bioldgicos. Egan 2019 revisd estrategias de
disefio, fabricacion y evaluacién de andamios con énfasis en como la porosidad, el tamafio de
poro, el area superficial, la permeabilidad y los mddulos mecanicos efectivos influyen
simultaneamente en la viabilidad celular y el rendimiento del constructo. Esta revision propone
criterios que permiten comparar estructuras tipo espuma Yy tipo celosia, y plantea que la
geometria del poro puede adaptarse para balancear el flujo de nutrientes con la rigidez requerida
segun la aplicacién, como se observa en la Figura 7, donde se presentan distintas

configuraciones geométricas de poro utilizadas en el disefio de andamios.

Figura 7. Andamios con geometrias de poros variadas (Egan, 2019).



17

Adicionalmente, evidencias provenientes de aplicaciones distintas al tejido mamario
demuestran que modificaciones especificas de la arquitectura pueden modular procesos
celulares funcionales, reforzando el principio de que la geometria no solo cumple un rol
estructural, sino también bioinstructivo. Ji y Guvendiren (2019) disefiaron andamios cilindricos
impresos en policaprolactona con patrones ondulados y lineales, y evaluaron el efecto de estas
arquitecturas sobre la osteogénesis de células madre mesenguimales humanas. El estudio
integro caracterizacion morfoldgica mediante microscopia electrénica de barrido y tomografia
microcomputada, asi como ensayos mecanicos de compresion, y reportd mejoras significativas
en marcadores osteogenicos para las geometrias onduladas. Aunque el objetivo bioldgico
difiere del presente trabajo, estos resultados evidencian como la arquitectura del andamio puede
inducir respuestas celulares especificas, respaldadas por una caracterizacion estructural y
mecénica detallada, como se muestra en la Figura 8, donde se ilustran las variaciones

geomeétricas y su relacion con la microestructura del andamio.

Figura 8. Estructuras de andamios e imagenes de microscopio electrénico de barrido (Ji & Murat Guvendiren,
2019).
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Con el fin de sintetizar y comparar los principales enfoques revisados, en la Tabla 3 se
presenta una sintesis comparativa de los estudios analizados, considerando el material del
andamio, la geometria y dimensiones reportadas, los parametros de fabricacion, las técnicas de
caracterizacion empleadas y el modelo celular utilizado. Esta sistematizacion permite una
lectura transversal de la literatura y pone en evidencia similitudes y diferencias entre estrategias
basadas en polimeros termoplasticos impresos por deposicion fundida, hidrogeles
funcionalizados impresos en 3D Yy disefios orientados por criterios de transporte y desempefio
mecanico.

En conjunto, los estudios revisados demuestran que el material, la técnica de impresion
y la arquitectura del andamio influyen de manera directa en la interaccién célula-matriz, la
proliferacion celular y la respuesta a estimulos del microambiente, y que la caracterizacion
estructural y mecanica es indispensable para interpretar los resultados bioldgicos. Sin embargo,
la literatura se concentra con mayor frecuencia en modelos tumorales centrados en células
cancerosas 0 en aplicaciones de diferenciacion celular, mientras que existe menor
sistematizacion en la evaluacion de andamios impresos en 3D como sustratos para estudiar el
comportamiento de células inmunes en un contexto relacionado con cancer de mama. En este
escenario, el presente trabajo se enfoca en el disefio, fabricacion y caracterizacion de andamios
tridimensionales mediante distintas tecnologias de manufactura aditiva, evaluando su
desempefio como plataformas de cultivo para macréfagos RAW 264.7, con el propdsito de
contribuir a la generacién de modelos experimentales més representativos del microambiente

tumoral.



Tabla 3

Analisis y comparacion de investigaciones previas

Estado de arte

Polonia-Alcala
(2018)

Silva (2020)

Egan (2019)

Ji & Murat
Guvendiren
(2019)

e fomace  Padmetosde  Andlissy o og
andamios andamio impreston caracterizacion utilizadas
PLA Cilindrode 20 Alturadecapa: 0.2 Ensayo de MDA-MB-231
mm de mm proliferacion
didmetroy 2.4 Relleno: 70% celular,
mm de altura  Flujo de material:  caracterizacion
100% microscépica
Hidrogel 6 capa Estereomicroscopio, Fibroblastos
de alginato cuadradas de software ImageJ, mamarios
modificado 0.2 mm de medicion de humanos
con ancho de porosidad
péptidos filamento y
1.8 mm de
tamafio de
poro
- Personalizable Personalizados Evaluacion de Varia segln
segun paratransportede  porosidad, tamafio  aplicacion
aplicacion nutrientes y de poros, area (células
crecimiento superficial, osteogénicas,
biolégico permeabilidad, etc.)
maodulos elésticos y
de cizallamiento
PCL Cilindrosde5 Patrones ondulados Microscopio Células madre
mm de y lineales electrénico de mesenquimales
diametroy 1 barrido, tomografia humanas
mm de altura microcomputada,

pruebas de
compresion
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CAPITULO 2

CONSIDERACIONES EXPERIMENTALES Y METODOLOGIA

En este capitulo se describen los métodos y procedimientos empleados en el disefio,
fabricacion y evaluacién de andamios tridimensionales biomiméticos para el cultivo celular. El
enfoque metodoldgico se centra en la aplicacion de técnicas de manufactura aditiva para la
obtencion de estructuras tridimensionales con arquitecturas controladas, seguidas de su
caracterizacion morfoldgicay su evaluacién para el cultivo de macréfagos de ratdbn RAW 264.7.

La investigacion corresponde a un estudio experimental, orientado a analizar como las
caracteristicas geométricas y estructurales de los andamios impresos en 3D influyen en el
comportamiento celular. Asimismo, la metodologia empleada comprende el disefio asistido por

computadora, la fabricacion de andamios mediante distintas tecnologias de impresion 3D y

materiales poliméricos, asi como su evaluacion bioldgica a través de ensayos de cultivo celular.

2.1 Flujo metodoldgico del estudio
El desarrollo metodologico del estudio se estructuré en fases secuenciales e
interdependientes, lo que permitio abordar de manera sistematica el disefio, la fabricacion, la

caracterizacion y la evaluacion biologica de los andamios tridimensionales. Este enfoque
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facilito la optimizacion progresiva de las estructuras impresas y la seleccion de los disefios mas

adecuados para su aplicacion en el cultivo celular.

En la Tabla 4, se presenta un resumen de las fases que conforman el procedimiento

metodoldgico, junto con las actividades principales desarrolladas en cada etapa del estudio. De

manera complementaria, la Figura 9 ilustra el flujo metodolédgico general del estudio.

Tabla 4

Fases que describen el procedimiento de la investigacion

Fase

Desripcion

Disefio de Andamios 3D

Revision bibliografica sobre los requerimientos del disefio de los andamios
considerando criterios de biocompatilbilidad, porosidad y arquitectura. Uso de
los softwares ImageJ y Autodesk Fusion 360 para el disefio de los patrones de
biomiméticos.

- Disefio de 8 andamios variando el conteo y escala celular.

Fabricacion de Andamios

Seleccién de tecnologias de manufactura aditiva y materiales en funcion de su

accesibilidad, versatilidad y aplicabilidad experimental.

- Impresién 3D de ocho disefios en la tecnologia SLA con el uso de resina
biocompatible.

- Impresién 3D de ocho disefios en la tecnologia FDM con el uso de PLA.

Las fases de disefio y fabricacion son iterativas debido a que consiste en
desarrollar, probar y evaluar los andamios, permitiendo la optimizacién

temprana de los parametros de impresién.

Caracterizacion de los
Andamios

Anélisis morfologico de dieciséis andamios impresos mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). A partir de las imagenes obtenidas y de la revision
bibliografica, se seleccionaron cuatro disefios en funcion del tamafio del poro y

la fidelidad geométrica.

Cultivo celular

Aplicacion de un protocolo de cultivo celular que incluyd la descongelacion,
mantenimiento y cultivo de macréfagos de ratbn RAW 264.7 sobre los andamios

tridimensionales seleccionados.
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Anélisis de resultados Evaluacion de los datos obtenidos a partir de los ensayos experimentales.
Asimismo, se consideran las limitaciones del estudio y su posible influencia en

la interpretacion de los resultados.

Optimizacion de impresion

.....................................................................................

Revision Disefio de andamios 3D * Disefios biomiméticos Fabricacion de andamios
bibliografica (CAD) 8 andamios Manufactura aditiva
Cultivo celular Seleccion de disefios - Caracterizacion Evaluacion preliminar
Macrofagos RAW 264.7 ‘ optimos morfologica Calidad de impresion
Analisis e interpretacion
Evaluacion biologica
de resultados

(_‘ummstc con literatura

Figura 9. Flujo metodolégico empleado en la investigacion.

2.2  Materiales, equipos y software

En el desarrollo experimental del presente estudio se emplearon materiales poliméricos,
equipos de laboratorio y herramientas de software especializados, necesarios para el disefio,

fabricacion, caracterizacion y evaluacién bioldgica de andamios tridimensionales biomiméticos.

2.2.1 Materiales

En la fabricacion de los andamios tridimensionales mediante tecnologias de
manufactura aditiva se utilizaron materiales poliméricos compatibles con los procesos de
impresion seleccionados. En la tecnologia de modelado por deposicién fundida se emple6 acido
polilactico, mientras que en la tecnologia de estereolitografia se utiliz6 resina biocompatible
fotopolimerizable, seleccionada por su capacidad de generar estructuras con alta resolucion
geométrica y buen acabado superficial.

Para el desarrollo del cultivo celular se empleo la linea celular de macrofagos de raton
RAW 264.7, mantenida en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado, conforme a los

requerimientos establecidos para esta linea celular. Asimismo, se emplearon reactivos y
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consumibles propios de los ensayos de cultivo celular, incluyendo soluciones tampén,
suplementos del medio, antibioticos y materiales plasticos estériles, necesarios para la

manipulacion, mantenimiento y evaluacion celular en condiciones asépticas.

2.2.2 Equipos

La fabricacion de los andamios se realizd utilizando impresoras 3D basadas en
tecnologias de modelado por deposicion fundida y estereolitografia. La caracterizacion
morfoldgica de las estructuras impresas se llevd a cabo mediante microscopia electrénica de
barrido, lo que permiti6 evaluar la arquitectura del andamio, el tamafio de poro y la calidad
superficial de las estructuras obtenidas.

Para el desarrollo de los ensayos biologicos se emplearon equipos de laboratorio
destinados al manejo de cultivos celulares, incluyendo una cabina de bioseguridad para la
manipulacion aséptica, una incubadora con control de temperatura y atmdésfera, una centrifuga
y equipamiento auxiliar necesario para el mantenimiento y procesamiento de las muestras

celulares.

2.2.3 Software

El disefio geométrico de los andamios tridimensionales se realizd mediante el software
Autodesk Fusion 360, el cual permitio la generacién de modelos tridimensionales con
parametros geométricos controlados y reproducibles. El analisis de imagenes y la medicion de
parametros estructurales se llevaron a cabo utilizando el software ImageJ, facilitando la
evaluacion cuantitativa de caracteristicas morfologicas como tamafio de poro y distribucion

espacial de las estructuras impresas.

2.3 Estandares y normativas experimentales

Por otro lado, los andamios fabricados mediante la tecnologia de estereolitografia se

imprimieron utilizando la impresora Creality Halot One Plus y resina Prizma BioSplit
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transparente. El proceso de impresion se llevé a cabo mediante el software Chitubox, en el cual
se establecieron los parametros operativos necesarios para la correcta polimerizacion de las
capas y la reproduccion precisa de las geometrias disefiadas.

En la Tabla 9 se presentan los parametros de impresion empleados para la fabricacion

de los andamios mediante esta tecnologia.

2.3.1 Fabricacion de andamios tridimensionales

La evaluacién del comportamiento celular sobre los andamios tridimensionales se llevo
a cabo tomando como referencia la norma ASTM F2739-19, la cual proporciona directrices
para la cuantificacion de la viabilidad celular y otros atributos relacionados en andamios
biomateriales. Esta norma aborda aspectos asociados a la distribucion de células viables y no
viables en estructuras porosas, asi como posibles interacciones entre el material del andamio y
los métodos de evaluacion empleados, que pueden influir en la interpretacion de los resultados
(ASTM International, 2019).

En funcion de estos criterios, los ensayos de viabilidad celular se seleccionaron y
analizaron considerando las caracteristicas del material y la arquitectura de los andamios

tridimensionales evaluados.

2.3.2 Normativas para aplicaciones biomédicas

Para la evaluacion de la respuesta celular frente a los materiales utilizados, se
consideraron los criterios establecidos en la norma ISO 10993-5, la cual describe ensayos in
vitro destinados a la determinacion de citotoxicidad en materiales y dispositivos médicos. Esta
norma es empleada de manera habitual como referencia para interpretar la interaccién entre
células y materiales en condiciones controladas (International Organization for Standardization,

2009). En el presente estudio, dichos lineamientos se utilizaron como base metodoldgica para
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la evaluacién bioldgica, sin que ello implique procesos de validacién o certificacion del material

empleado.

2.3.3 Manejo estéril y cultivo celular

Las etapas relacionadas con el cultivo celular se desarrollaron bajo condiciones
asépticas, empleando materiales estériles y procedimientos estdndar de laboratorio para
prevenir la contaminacion microbioldgica. La linea celular RAW 264.7 fue manipulada de
acuerdo con las recomendaciones generales para su mantenimiento y manejo, incluyendo la
recuperacion de células no adheridas cuando correspondié (American Type Culture Collection,
2020).

El medio de cultivo RPMI 1640 fue preparado y suplementado conforme a practicas
estandarizadas para cultivo celular, manteniendo condiciones de esterilidad durante su

preparacion, almacenamiento y uso experimental.

2.4  Disefioy fabricacion de andamios tridimensionales biomiméticos

En esta seccion se describe el proceso de disefio y fabricacion de andamios
tridimensionales biomiméticos desarrollados para el cultivo de macrofagos de ratbn RAW
264.7. El enfoque adoptado considerd el uso de tecnologias de manufactura aditiva para la
obtencion de estructuras con arquitecturas controladas, orientadas a reproducir caracteristicas
estructurales relevantes del tejido mamario y a favorecer la interaccion célula—andamio. El
proceso metodologico incluyd la definicién de requerimientos de disefio, el desarrollo de
modelos tridimensionales asistidos por computadora y la fabricacion de los andamios mediante

tecnologias de modelado por deposicién fundida y estereolitografia.
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2.4.1 Requerimientos de disefio de los andamios

El disefio de los andamios tridimensionales se establecié considerando una serie de

requerimientos fundamentales, orientados a garantizar su funcionalidad como sustratos para el

cultivo celular. Entre los principales criterios considerados se encuentran los siguientes:

Biocompatibilidad: Un andamio destinado a aplicaciones de cultivo celular debe permitir
una adecuada adhesion celular y favorecer la migracion de las células a través de su
estructura, promoviendo asi los procesos de proliferacion y formacion de una nueva matriz
extracelular (O’Brien, 2011).

Porosidad: a porosidad desempefia un papel clave en las propiedades de los andamios, ya
que un mayor grado de porosidad facilita el suministro de nutrientes y oxigeno, asi como la
eliminacion de productos de desecho metabdlico, favoreciendo el crecimiento celular
(Yadav et al., 2021). En andamios porosos, el didmetro del poro constituye uno de los
pardmetros mas relevantes, debido a su influencia directa en el comportamiento celular.
Diversos estudios reportan que tamarios de poro comprendidos entre 100 y 700 pum (0,1-0,7
mm) resultan adecuados para aplicaciones de cultivo celular (Gaétan Lutzweiler et al.,

2020).

- Arquitectura del andamio: La arquitectura estructural del andamio debe presentar una red

de poros interconectados, lo que contribuye a mejorar la migracién celular y la distribucion
homogénea de nutrientes dentro de la estructura tridimensional (Murugiah Krishani et al.,

2023).

2.4.2 Disefio de estructuras biomiméticas

El disefio de los andamios debe emular las caracteristicas estructurales del tejido

mamario se utilizd el software Imagel, un programa de procesamiento de imagenes

ampliamente empleado en aplicaciones cientificas. Mediante esta herramienta se ajusté el

contraste de una imagen de tejido mamario sano, lo que permitid resaltar areas especificas de
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interés, como la disposicion general de las células, obteniendo asi un patrén referencial para el

disefio de los andamios tridimensionales (Figura 10).

Figura 10. Estructura del tejido mamario sano con el uso del software ImageJ.exe.

A partir del patron celular referencial obtenido, se procedio al disefio de los andamios
tridimensionales utilizando el software Autodesk Fusion 360. Esta plataforma permitio el
desarrollo de modelos tridimensionales mediante herramientas de modelado paramétrico,
modelado directo y generacion de geometrias complejas. Entre las ventajas de este software se
encuentra su enfoque basado en la nube, que facilita un proceso de desarrollo integrado y
reproducible (M, 2023). Para la generacién de estructuras biomiméticas se empled un
complemento de Autodesk Fusion 360 que permite la creacidn de diagramas de Voronoi. Un
diagrama de Voronoi corresponde a una construccion geométrica que divide el plano o el
espacio en regiones asociadas a puntos generadores, de tal manera que cada region contiene los
puntos mas cercanos a su generador que a cualquier otro (Okabe et al., 2020). Con el
complemento instalado se realizaron disefios cubicos con 3cm de arista a los cuales se les
genero un diagrama Voronoi y se considerd el estilo de celda tipo curvo y se modifico el conteo

de células y la escala celular.
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Con el complemento instalado, se disefiaron estructuras cubicas con una arista de 3 cm,
sobre las cuales se aplicé un patrén de Voronoi en tres de sus caras. Para estos disefios se
selecciond un estilo de celda de tipo curvo y se modificaron parametros como el conteo celular
y la escala celular. EI conteo celular corresponde al nimero total de celdas generadas por el
diagrama de Voronoi en las caras del cubo, mientras que la escala celular define el tamafio

relativo de dichas celdas dentro del patron geométrico (Figura 11).

Figura 11. Configuracion de pardmetros del diagrama Voronoi.

La aplicacion del patron de Voronoi en las tres caras del cubo permitié generar una
distribucion controlada de poros a lo largo de la estructura (Figura 12). Posteriormente, estos
patrones fueron extruidos para obtener estructuras tridimensionales porosas, dando lugar a un

total de ocho disefios distintos de andamios tridimensionales (Figura 13).

Figura 12. Extrusion del patrén Voronoi.



Tabla 5

Parametros de disefio

Parametros de disefio

Estilo de Conteo de

Disefios celda células Escala celular  Relajacion Imagen Referencial
Disefio 1 Curvo 40 60 20
Disefio 2 Curvo 80 60 20
Disefio 3 Curvo 100 60 20
Disefio 4 Curvo 120 60 20
Disefio 5 Curvo 40 70 20
Disefio 6 Curvo 80 70 20
Disefio 7 Curvo 100 70 20

Disefio 8 Curvo 120 70 20
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G H
Figura 13. Andamios disefiados en Autodesk Fusion 360. A Disefio 1, B. Disefio 2, C. Disefio 3, D. Disefio 4, E.
Disefio 5, F. Disefio 6, G. Disefio 7, H. Disefio 8.

2.4.3 Seleccidn de tecnologias y materiales

La seleccidn de las tecnologias de manufactura aditiva y de los materiales empleados
se realizd considerando criterios de accesibilidad, control geométrico, reproducibilidad y
compatibilidad con aplicaciones de cultivo celular. En este estudio se emplearon dos
tecnologias de impresion 3D ampliamente utilizadas en la fabricacion de andamios para
ingenieria de tejidos: el modelado por deposicién fundida y la estereolitografia.

La tecnologia de modelado por deposicion fundida, conocida como FDM, se basa en la
extrusion de un filamento termopléastico fundido a través de una boquilla calentada, que

deposita el material de manera controlada capa por capa. Esta tecnologia se caracteriza por su
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facilidad de uso, bajo costo operativo y amplia disponibilidad, lo que la convierte en una opcién
frecuente para la fabricacion de estructuras porosas mediante manufactura aditiva.

Uno de los materiales mas comunmente utilizados en la impresion 3D mediante FDM
es el acido polilactico, PLA, un poliéster biodegradable de origen natural. Este material se
obtiene a partir de recursos renovables, como el almidon de maiz o la cafia de azlcar, y presenta
propiedades mecanicas adecuadas para aplicaciones estructurales a pequefia escala (Atwater,
2018). Diversos estudios han reportado el uso del PLA como biomaterial en aplicaciones
médicas y de ingenieria de tejidos, debido a su biocompatibilidad y a su capacidad de
degradacion en condiciones fisiolodgicas controladas (Hodzic et al., 2020).

En el contexto del presente estudio, el PLA fue seleccionado como material de
impresion para la tecnologia FDM debido a su comportamiento favorable durante el proceso
de fabricacion, su estabilidad dimensional y su potencial para favorecer la adhesion y
proliferacion celular en estructuras tridimensionales impresas.

Tabla 6

Propiedades del acido polilactico (PLA). Fuente: Lalit Ranakoti et al., 2022

Acido polilactico

Modulo de traccién (GPa) 3,2
Limite elastico (MPa) 49
Resistencia a la flexion (MPa) 70
Temperatura de fusion (°C) 140 - 210

La tecnologia de estereolitografia, conocida como SLA, se basa en el principio de
fotopolimerizacion para la fabricaciébn de modelos tridimensionales a partir de resinas
fotosensibles a la radiacion ultravioleta. En este proceso, un rayo laser se enfoca de manera

controlada sobre una bandeja que contiene resina liquida, curando selectivamente el material


https://docs.google.com/document/d/1oVFvaPARgEKsnDZtmeEHt_sfyMT82431/edit?pli=1&bookmark=id.d9qtlcyf5y2p
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capa por capa hasta conformar la geometria tridimensional deseada (Preethi Lakkala et al.,
2023).

Entre las principales ventajas de la tecnologia SLA se encuentran su elevada precision
dimensional y la alta calidad del acabado superficial, lo que permite la fabricacion de
estructuras con detalles finos y geometrias complejas que son dificiles de obtener mediante
otras técnicas de manufactura aditiva (Xue Liang Ma, 2013).

Esta tecnologia emplea materiales termoendurecibles reactivos a la luz ultravioleta,
comunmente denominados resinas fotopolimerizables. Existen distintos tipos de resinas, tales
como resinas transparentes, lavables con agua, flexibles, resistentes al calor, calcinables y
resinas de uso dental, entre otras, las cuales se seleccionan en funcion de la aplicacion
especificay de las propiedades requeridas (P, 2023).

En particular, las resinas dentales han sido ampliamente utilizadas en aplicaciones
biomédicas debido a su adecuada biocompatibilidad y estabilidad estructural. Diversos estudios
reportan que este tipo de resinas presenta una baja incidencia de efectos adversos asociados a
reacciones citotdxicas cuando son utilizadas bajo condiciones controladas, lo que las convierte
en materiales adecuados para aplicaciones experimentales in vitro (Prakash et al., 2024).

Tabla 7

Propiedades de la resina BioSplit. Fuente: Esun, Castable Resin for dental

Valor
Propiedades fisicas
Densidad 1.05-1.12 g/lcm3
Viscosidad 100 -150 mPa.s
Dureza 80 D
Propiedades mecanicas
Resistencia a la traccién 42 - 62 MPa
Alargamiento de rotura 11-20 %

Fuerza flexible 49 -58 MPa
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2.4.4 Fabricacion de los andamios

Los andamios fabricados mediante la tecnologia de modelado por deposicién fundida
se imprimieron utilizando una impresora Artillery Sidewinder X2 y filamento PLA+ de la
marca eSUN, en color blanco (Figura 14). Asimismo, el proceso de impresion se realizd
empleando el software Ultimaker Cura, en el cual se definieron los pardmetros de impresion

necesarios para la correcta fabricacion de los disefios tridimensionales.

En la Tabla 8 se presentan los pardmetros de impresion utilizados, los cuales fueron
seleccionados con el fin de garantizar una adecuada definicion geométrica de los andamios y

una correcta deposicion del material durante el proceso de fabricacion.
Tabla 8

Parametros utilizados en Ultimaker Cura

Parametros Valor
Altura de capa 0.12 mm
Paredes 3
Relleno 12%
Velocidad 50 mm/s
A B C D
E F G H

Figura 14. Andamios impresos en PLA. A Disefio 1, B. Disefio 2, C. Disefio 3, D. Disefio 4, E. Disefio 5, F.
Disefio 6, G. Disefio 7, H. Disefio 8.
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Por otro lado, los andamios impresos con la tecnologia SLA fueron fabricados
utilizando la impresora Creality Halot One Plus y resina de la marca Prizma Biosplit
transparente (Figura 15). Asimismo, en la Tabla 9 se muestras los parametros utilizados en el

software Chitubox para la impresion de los disefios.
Tabla 9

Parametros utilizados en Chitubox

Parametros Valor
Tiempo de exposicion 6s
Tiempo de exposicion del fondo 40s
Velocidad de elevacion 60 mm/min
Velocidad de retraccion 60 mm/min
A B C D
E F G H

Figura 15. Andamios impresos en Resina Biosplit. A Disefio 1, B. Disefio 2, C. Disefio 3, D. Disefio 4, E.
Disefio 5, F. Disefio 6, G. Disefio 7, H. Disefio 8.

2.5  Caracterizacion morfologica de los andamios

En esta seccidn se presenta el analisis de la caracterizacion morfolégica de los andamios
impresos en 3D mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), técnica que permite
evaluar con alta resolucion la morfologia superficial, la porosidad y la arquitectura interna de

las estructuras tridimensionales.
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2.5.1 Inspeccion visual

Posterior a la impresion 3D de los andamios, se realiz una inspeccion visual preliminar
con el objetivo de evaluar la calidad de las piezas fabricadas y optimizar los pardmetros de
impresion. Durante esta etapa inicial se identificaron diversas irregularidades, entre ellas
sobreextrusion, oscilacion del eje Z y formacion de hilos, las cuales se resumen en la Tabla 10.

La sobreextrusion corresponde al depdsito excesivo de material durante la impresion;
la oscilacion del eje Z se asocia a inestabilidades mecénicas del sistema de desplazamiento
vertical de la impresora; mientras que la formacion de hilos se produce como consecuencia de
una retraccion inadecuada del material durante los desplazamientos de la boquilla. Asimismo,
se observd que ciertos detalles geométricos, como los poros y las estructuras internas de los
andamios, no se reproducian con la precision esperada.

Con el fin de corregir estas deficiencias, en las impresiones realizadas mediante
tecnologia FDM se redujo la altura de capa de 0,20 mm a 0,12 mm y se ajusto el flujo de
material de 100 % a 95 %, lo que permitié mejorar la definicion de los poros y la uniformidad
de las superficies. En el caso de las impresiones mediante tecnologia SLA, se mantuvo la altura
de capa en 0,05 mm, pero se optimizo el tiempo de exposicion por capa de 8 s a 6 s, logrando
una mayor definicidn de las estructuras internas.

Como resultado de estos ajustes, se obtuvo una mejora significativa en la uniformidad
y calidad de los andamios, con superficies mas homogéneas y detalles internos mejor definidos.
No obstante, se evidenci6 que los andamios fabricados presentaban un tamafio considerable, lo
cual limitaba su uso en cultivos celulares, dado que no se adaptaban adecuadamente a placas
Petri de 60 mm de didmetro. Para superar esta limitacion, los andamios fueron seccionados en

fragmentos de 10 x 10 mm, adecuados para su posterior evaluacion biologica (Figura 16).
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Tabla 10

Problemas identificados y soluciones

Problemas identificados
Problema Descripcion Solucién implementada Imagen referencial

Se ajusto la temperatura de la
boquilla y la velocidad de

imnraciAn

Se observd una superficie
rugosa e irregular.

Sobreextrusion

Oscilaciébnenel Algunas capas estaban

eie Z desalineadas Ajuste de salto en el eje Z

Formacion de  Se formaron hilos delgados Modificacion del flujo de
hilos entre las zonas impresas material y resolucién de capa

Figura 16. Andamios de 10x10mm

2.5.2 Caracterizacion morfologica mediante SEM

La precision dimensional y la porosidad de los andamios tridimensionales se
evaluaron mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM), técnica ampliamente utilizada
para la caracterizacion morfologica de biomateriales impresos en 3D (Md Rahatuzzaman et al.,

2024). Esta técnica se basa en la interaccion de un haz de electrones de baja energia con la
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superficie de la muestra, permitiendo obtener imagenes de alta resolucion de la microestructura
y la morfologia superficial (Meisam Omidi et al., 2017).

A partir de las micrografias SEM es posible estimar parametros estructurales
relevantes de los andamios, tales como el tamafio y la geometria de los poros, la
interconectividad, el espesor de las paredes y el area de seccion transversal, aspectos clave para
la evaluacion de estructuras destinadas al cultivo celular tridimensional (Qiu Li Loh & Choong,
2013).

En el presente estudio se empled un microscopio electrénico de barrido HORIBA
iIHR320, seleccionado por su capacidad para el analisis de la topografia superficial y
dimensional de materiales poliméricos. Para la adquisicion de imagenes (Figura 16), se trabajé
con un voltaje de aceleracion de 20 kV en modo de bajo vacio (low vacuum — water), condicion
adecuada para el andlisis de muestras no conductoras.

El uso del modo de bajo vacio permiti6 minimizar la acumulacién de carga
electrostatica en los andamios poliméricos, evitando distorsiones en la imagen y preservando
la integridad de las muestras durante la observacion. Asimismo, la presencia de vapor de agua
contribuyd a la neutralizacion de la carga superficial, o que hizo innecesario el uso de
recubrimientos conductores adicionales y permitié una observacion directa de las estructuras

impresas.

Modificar la ; Encender el
, . g Retirar el
‘ distancia de trabajo - : ’ haz de
vacio
a 10 mm electrones

$

Abrir la camara

e insertar la
muestra

: Ajustar el Modificar la Elegir el

Barrido de frorsl itud d finse:d
. « contraste y ‘ magnitud de ‘ voltaje de

la imagen . : ag J .
brillo la muestra aceleracion

Figura 17. Procedimiento realizado pata obtener las imagenes SEM.
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Figura 18. Muestras posicionadas en el SEM.

Luego de la preparacion de las muestras, se analizaron ocho disefios de andamios
tridimensionales impresos en 3D, fabricados en PLA mediante tecnologia FDM y en resina
BioSplit mediante tecnologia SLA. Cada muestra fue evaluada mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) utilizando cuatro aumentos distintos (50%, 100x, 250x y 500x%),
con el objetivo de caracterizar la morfologia superficial y estimar el tamafio de los poros.

A continuacidn, se presentan las observaciones morfoldgicas y dimensionales obtenidas
para cada disefio, comparando los valores medidos experimentalmente mediante SEM con los
tamafos de poro definidos en los modelos CAD correspondientes.

- Disefio 1: Los poros del andamio impreso en PLA presentaron tamafios comprendidos entre
297,3 umy 3,052 mm, mientras que en el andamio impreso en resina BioSplit el tamafio del
poro fue aproximadamente 3,334 mm. El modelo CAD correspondiente presenta un tamafo

de poro aproximado de 3,013 mm.

La tolerancia dimensional calculada respecto al modelo CAD fue de +1,29 % para el
andamio impreso en PLA y de +£10,65 % para el andamio impreso en resina BioSplit. Si
bien los andamios impresos en PLA mostraron una mayor dispersion en los tamafios de poro
medidos, el valor promedio se mantuvo mas préximo al tamafio definido en el modelo CAD.
En contraste, los andamios impresos en resina presentaron valores de poro mas homogéneos,
pero con una desviacién promedio mayor respecto al modelo de referencia, lo que sugiere

una menor fidelidad dimensional global para este disefio.
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A B C
Figura 19. Disefio 1. (A) Caracterizacién del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacién del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 11.

Otros aumentos del disefio 1 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 1

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit

- Disefio 2: En el andamio impreso en PLA, los tamafios de poro medidos oscilaron entre
335,6 um y 2,154 mm. En el caso del andamio impreso en resina BioSplit, el tamafio del

poro fue aproximadamente 2,395 mm, mientras que el modelo CAD presenta un tamafio de

poro de 2,181 mm.
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La tolerancia dimensional fue de +1,50 % para el andamio impreso en PLA y de £9,80 %
para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional en la

impresion realizada con PLA para este disefio especifico.

A B C
Figura 20. Disefio 2. (A) Caracterizacion del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio
impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 12.

Otros aumentos del disefio 2 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 2

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit

- Disefio 3: Los poros del andamio impreso en PLA presentaron tamafios entre 144,2 um y
1,893 mm, mientras que el andamio impreso en resina mostré un tamafio de poro

aproximado de 2,406 mm. El tamafio de poro definido en el modelo CAD fue de 1,917 mm.
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La tolerancia dimensional calculada fue de 1,27 % para el andamio impreso en PLA y de
125,53 % para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional

en la impresion realizada con PLA para este disefio especifico.

A B C
Figura 21. Disefio 3. (A) Caracterizacion del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 13.

Otros aumentos del disefio 3 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 3

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit

- Disefio 4: En el andamio impreso en PLA, los tamafios de poro se encontraron en un rango

de 221,2 um a 1,841 mm, mientras que en el andamio impreso en resina BioSplit los tamafios
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oscilaron entre 1,703 mm y 2,399 mm. El modelo CAD presenta un tamafo de poro
aproximado de 1,634 mm.

Las tolerancias dimensionales fueron de £12,6 % para el andamio impreso en PLA y de
+46,9 % para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional

en la impresion realizada con PLA para este disefio especifico.

A B C
Figura 22. Disefio 4. (A) Caracterizacion del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso e n resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 14.

Otros aumentos del disefio 4 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 4

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit
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Disefio 5: Los poros del andamio impreso en PLA presentaron tamafios entre 260,2 pm y
3,716 mm, mientras que en el andamio impreso en resina el tamafio del poro fue
aproximadamente 3,978 mm. El tamafio de poro definido en el modelo CAD fue de 2,757
mm.

La tolerancia dimensional fue de £34,78 % para el andamio impreso en PLA y de £44,29 %
para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional en la

impresion realizada con PLA para este disefio especifico.

A B C
Figura 23. Disefio 5. (A) Caracterizacion del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 15.

Otros aumentos del disefio 5 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 5

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit
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- Disefio 6: En el andamio impreso en PLA, los tamarfios de poro oscilaron entre 286,1 um y
2,5 mm, mientras que el andamio impreso en resina presento un tamafio de poro aproximado
de 3,202 mm. ElI modelo CAD correspondiente presenta un tamafio de poro de 2,072 mm.
Las tolerancias dimensionales obtenidas fueron de £20,65 % para el andamio impreso en
PLA y de 54,52 % para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision

dimensional en la impresion realizada con PLA para este disefio especifico.

B C
Figura 24. Disefio 6. (A) Caracterizaci 6n del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamarfio del poro del modelo CAD.

Tabla 16.

Otros aumentos del disefio 6 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 6

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit
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Disefio 7: Los poros del andamio impreso en PLA presentaron tamafios comprendidos entre
307,6 um y 1,963 mm, mientras que el andamio impreso en resina mostré un tamafio de
poro aproximado de 1,946 mm. El tamafio de poro del modelo CAD fue de 1,939 mm.

La tolerancia dimensional fue de +1,24 % para el andamio impreso en PLA y de +0,36 %
para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional en la

impresion realizada con resina para este disefio especifico.

Figura 25. Disefio 7. (A) Caracterizaci 6n del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 17.

Otros aumentos del disefio 7 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 7

100X 250X 500X

PLA

Resina
Biosplit
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Disefio 8: En el andamio impreso en PLA, los tamafios de poro oscilaron entre 174,9 um y
2,258 mm, mientras que el andamio impreso en resina presentd un tamafio de poro
aproximado de 3,009 mm. El tamafio de poro definido en el modelo CAD fue de 2,248 mm.
La tolerancia dimensional fue de +0,45 % para el andamio impreso en PLA y de +33,8 %
para el andamio impreso en resina. Esto indica una mayor precision dimensional en la

impresion realizada con resina para este disefio especifico.

Figura 26. Disefio 8. (A) Caracterizacion del andamio impreso en PLA, (B) Caracterizacion del andamio

impreso en resina BioSplit, (C) Tamafio del poro del modelo CAD.

Tabla 18.

Otros aumentos del disefio 8 impreso en PLA y resina BioSplit.

Otros aumentos del disefio 8

100X 250X 500X

Resina
Biosplit
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2.5.3 Anadlisis dimensional y seleccién de disefios

La microarquitectura de los andamios tridimensionales, definida por parametros como
la porosidad, la geometria del poro y su interconectividad, asi como por las microtexturas
superficiales, desempefia un rol determinante en la respuesta celular, al influir directamente en
procesos como la adhesidn, la comunicacion intercelular y la proliferacion celular (Mata, 2009;
Lou, 2019).

Entre estos parametros, el tamafio del poro constituye un factor critico en el disefio de
andamios para cultivo celular. No obstante, la relacion entre el tamafio del poro y el
comportamiento celular continda siendo objeto de debate, ya que poros de dimensiones
reducidas pueden limitar la migracidn celular y afectar la difusion de nutrientes y la eliminacion
de productos metabdlicos, mientras que poros excesivamente grandes pueden reducir la
superficie disponible para la adhesion celular (Han, 2021).

Diversos estudios han reportado rangos de tamafio de poro asociados a diferentes
respuestas biolégicas. Se ha descrito que poros en el rango de 100 nm a 5 um favorecen
principalmente la adhesion celular, mientras que tamafios entre 5 y 250 um facilitan la
infiltracion celular, y poros mayores a 250 um contribuyen a una adecuada vascularizacion en
determinados tipos de tejido (Murphy & O’Brien, 2010; Jackson et al., 2023). Estas variaciones
reflejan la dependencia del tamafio 6ptimo de poro respecto al tipo celular y al objetivo
especifico del modelo tridimensional.

Con base en el analisis morfologico obtenido mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) y en la estimacion de las dimensiones de los poros, cuyos valores se resumen
en la Tabla 19, se seleccionaron los disefios 3, 7'y 8 para la realizacion de los ensayos de cultivo
celular. Esta seleccion se fundamenté en que dichos disefios presentaron poros de menor
tamario relativo, adecuados para evaluar la interaccion celular en entornos que simulan una

matriz extracelular densa, asi como menores tolerancias dimensionales respecto al modelo
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CAD, lo que evidencia una mayor fidelidad geométrica entre el disefio y las estructuras
impresas.

Asimismo, en los andamios seleccionados se espera que el crecimiento celular ocurra
tanto en el interior de los poros como sobre la superficie del andamio, dado que la arquitectura
porosa proporciona un entorno tridimensional que reproduce caracteristicas estructurales de la
matriz extracelular. Las regiones donde se prevé una mayor interaccion celula—andamio se
muestran en la Figura 27, a partir de las imagenes SEM del disefio seleccionado.

Tabla 19.

Tamafio del poro de disefios seleccionados

Disefios Tamafio del poro

Disefio 3 186,6 pm - 1893 pm
Disefio 7 307,6 um - 1963um
Disefio 8 174,9 pum - 2258 pm

Figura 27. Imé&genes SEM del disefio 3 y zonas en las que se espera crecimiento celular.

2.6 Cultivo celular sobre andamios tridimensionales

En esta seccion se describen los procedimientos empleados para el cultivo celular de
macrofagos de ratbn RAW 264.7 en andamios impresos en 3D utilizando acido polilactico y
resina BioSplit. Asimismo, se detalla los procedimientos de preparacion de los andamios, las
condiciones de sembrado y evaluacion celular, los métodos de evaluacion de viabilidad y
proliferacion. Los resultados obtenidos proporcionan una vision sobre la interaccion de las

células con diferentes materiales de andamios.
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2.6.1 Preparacion de los andamios impresos en 3D

La preparacion de los andamios impresos en 3D incluy6 un proceso de esterilizacion,
con el objetivo de obtener estructuras libres de contaminacién por microorganismos, tales como
bacterias, levaduras y virus, antes de su uso en ensayos de cultivo celular. La esterilizacion
constituye una etapa critica en estudios in vitro, ya que la presencia de contaminantes
microbioldgicos puede comprometer la viabilidad celular y la interpretacion de los resultados
experimentales.

Existen diversas técnicas para la esterilizacion de andamios poliméricos, entre las
cuales se encuentran el uso de etanol y la irradiacion ultravioleta (UV). La esterilizacion
mediante etanol presenta ventajas como su bajo costo, rapida aplicaciéon y la ausencia de
requerimientos de equipamiento especializado. Se ha reportado que concentraciones de etanol
entre 60 % y 80 % son eficaces para inactivar bacterias grampositivas, gramnegativas y
acidorresistentes, asi como virus lipofilicos; sin embargo, los virus hidrofilicos y las esporas
bacterianas presentan mayor resistencia a este método (Dai et al., 2016). Por otro lado, la
irradiacion UV actla generando dafios en el ADN microbiano, lo que impide su replicacion y
conduce a la inactivacién de ciertos microorganismos (Ronholm, 2016).

En el presente estudio, los andamios fueron sometidos a esterilizaciébn mediante
inmersion en etanol al 70 %, seguida de irradiacion ultravioleta durante 15 minutos, y
posteriormente se dejaron secar bajo condiciones estériles (Figura 28).

La efectividad del proceso de esterilizacion se verific6 mediante un ensayo
colorimétrico utilizando metil tiazol tetrazolio (MTT). Los resultados evidenciaron que los
andamios esterilizados conservaron el color amarillo caracteristico del reactivo, mientras que
los andamios no esterilizados mostraron un cambio de coloracion a violeta, indicativo de

actividad metabolica asociada a contaminacion microbiologica (Figura 29).
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Adicionalmente, la esterilidad fue confirmada mediante la lectura espectrofotométrica
a 495 nm, obteniéndose valores de absorbancia de 0.103, 0.103 y 0.105 en triplicado, los cuales
resultaron comparables al control negativo correspondiente al medio de cultivo, cuya
absorbancia fue de 0.103. Estos resultados corroboran la ausencia de actividad metabdlica no

deseada y confirman la eficacia del protocolo de esterilizacion aplicado.

Figura 28. Esterilizacion de andamios y materiales de trabajo

Figura 29. Control de esterilizacion

2.6.2 Cultivo de macréfagos RAW 264.7

Previo al inicio del protocolo de cultivo celular, se realizé un control de calidad de un
frasco de células RAW 264.7 en su segundo pasaje, proporcionadas por el Laboratorio de
Quimica de la Vida (LID 208), Universidad Peruana Cayetano Heredia (Figura 30). Este
control permitio evaluar la morfologia celular y el grado de confluencia, verificandose que las

células alcanzaran un nivel minimo de 70 % de confluencia, considerado adecuado para
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continuar con los procedimientos de subcultivo. Este paso resulta fundamental para asegurar la
viabilidad celular y la reproducibilidad de los ensayos posteriores.

El procedimiento de desprendimiento celular se inicié retirando el medio de cultivo,
seguido de dos lavados con solucion tampon fosfato salino (PBS) para eliminar residuos de
suero. Posteriormente, se afladio 1 mL de solucién de tripsina-EDTA, realizando una
incubacion a 37 °C durante aproximadamente 30 minutos, con monitoreo constante bajo
microscopio invertido hasta confirmar el desprendimiento celular. Una vez observado el
desprendimiento, la accion de la tripsina fue neutralizada inmediatamente mediante la adicién
de medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal (SBF al 10 %), glutamina al 1 %y
penicilina - estreptomicina al 1 %, obteniéndose una suspension celular homogénea mediante
pipeteo suave.

La suspension celular fue transferida a un tubo estéril de 15 mL y centrifugada a 1500
rpm durante 7 minutos a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, el sobrenadante fue
descartado y el pellet celular se resuspendié en 1 mL de medio de cultivo fresco, garantizando
una distribucion uniforme de las células antes del conteo celular.

El conteo celular se realiz6 mediante la técnica de exclusién con Azul de Tripan,
mezclando 20 pL de la suspension celular con 20 pL de la solucién colorante. De esta mezcla
se tomaron 10 pL, los cuales fueron cargados en una cdmara de Neubauer. Utilizando un
microscopio invertido, se procedié al recuento de células viables y no viables en los cuatro
cuadrantes principales, y se calculé el promedio correspondiente. La concentracion celular se

determind empleando la siguiente expresion:

N°® células/ml = Promedio del recuento X 2 X 10* x ml de resuspension
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Figura 30. Inspeccién de confluencia de células RAW 264.7.

A partir del conteo, se prepard una suspension celular con una densidad de 5 x 10*
celulas/mL, la cual fue afadida cuidadosamente sobre cada uno de los andamios
tridimensionales previamente dispuestos en placas de Petri estériles. Los andamios sembrados
con células RAW 264.7 fueron incubados bajo condiciones controladas de 37 °C y 5 % de CO-,
con el fin de favorecer la viabilidad y proliferacion celular (Figura 31). Al tercer dia de cultivo,
se realiz6 un cambio parcial del medio de cultivo, con el propdsito de mantener un entorno

adecuado y eliminar los productos metabdlicos acumulados.

Figura 31. Incubacion de andamios cultivados con células RAW 264.7
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2.6.3 Ensayo de viabilidad celular MTT

En el quinto dia de cultivo se procedié a evaluar la viabilidad celular de las células
adheridas a los andamios tridimensionales mediante el ensayo de metil tiazol tetrazolio (MTT).
Este ensayo permite cuantificar de manera indirecta la actividad metabdlica celular, basada en
la capacidad de las mitocondrias funcionales de reducir las sales de tetrazolio a un compuesto
insoluble de color parpura denominado formazan.

Previo a la ejecucion del ensayo MTT, se realizd una inspeccion preliminar de los
andamios mediante microscopia invertida (Figura 32), con el objetivo de verificar visualmente
la adhesion y distribucion celular sobre las superficies de los andamios. Esta observacion
permitio confirmar la colonizacion celular previa 'y asegurar que los resultados del ensayo MTT

reflejaran de manera adecuada la viabilidad de las células cultivadas.

C D

Figura 32. Imagenes microscopicas de andamios celulares antes de la realizacion del ensayo MTT. Las regiones
marcadas con un circulo rojo destacan zonas donde se evidencia la presencia de células adheridas, lo que
confirma la colonizacion celular previa al ensayo de viabilidad. (A) y (B) corresponden a andamios de resina,
mientras que (C) y (D) corresponden a andamios de PLA.
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Antes de iniciar el ensayo, se prepararon los materiales y condiciones necesarias para
garantizar un entorno estéril y controlado. El medio de cultivo fue previamente temperado a 37
°C y se dispuso del material requerido, el cual incluyé una cabina de bioseguridad, placas de
96 pocillos, pipetas seroldgicas, puntas estériles, parafilm y medio de cultivo suplementado,
todos previamente esterilizados para evitar contaminacién microbioldgica.

El ensayo se inicid con el lavado secuencial de los andamios con el fin de recolectar las
células desprendidas. Cada andamio fue transferido a una placa Petri estéril nueva y sometido
a siete ciclos de lavado, utilizando 1 mL de medio de cultivo por ciclo. En cada lavado, se
extrajeron 100 pL del medio que contenia las células desprendidas, los cuales fueron
depositados en triplicado en una placa de 96 pocillos. Este procedimiento se repitié de manera
sistematica en cada ciclo de lavado, asegurando una recoleccion homogeénea de las células
desprendidas.

Posteriormente, se afiadid el reactivo MTT a cada pocillo, incorporando 10 pL por
pocillo, y las placas fueron incubadas durante 4 horas en condiciones controladas. Durante este
periodo, las células metabdlicamente activas redujeron el tetrazolio a cristales de formazan
insolubles.

Finalizada la incubacidn, se procedio a la solubilizacion de los cristales de formazan
mediante la adicion de 100 pL de solucion de lisis en cada pocillo, seguido de un pipeteo
repetido para asegurar la completa disolucién del compuesto (Figura 33). En las Figuras 34, 35
y 36 se muestran las placas de 96 pocillos correspondientes a los disefios de andamios 3, 7 y 8,
respectivamente, luego de la adicion de la solucion de lisis. La intensidad de la coloracion
observada en los pocillos es proporcional a la cantidad de células viables presentes, siendo mas
intensa en aquellos donde se evidencié una mayor proliferacion celular.

Finalmente, las placas fueron analizadas utilizando un lector de microplacas iMark™,

registrando la absorbancia en un rango de longitudes de onda entre 400 y 750 nm, lo que
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permitié cuantificar de manera indirecta la viabilidad celular asociada a cada disefio y material

de andamio evaluado.

Figura 33. Pasos realizados para cuantificar las células.

PLA

Resina

Figura 34. Ensayo MTT del andamio 3



PLA

Resina

Figura 35. Ensayo MTT del andamio 7

Resina

PLA

Figura 36. Ensayo MTT del andamio 8

56
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizd el cultivo celular de macr6fagos de raton RAW 264.7 sobre andamios
impresos en 3D fabricados con &cido polilactico (PLA) y resina fotopolimerizable
biocompatible, con el objetivo de evaluar la viabilidad celular y la actividad metabdlica
mediante el ensayo MTT. Este ensayo incluyo6 la medicion de absorbancia a 570 nm, lo que
permitié cuantificar de manera indirecta la cantidad de células viables adheridas a los andamios
y analizar la influencia del material y del disefio estructural en la respuesta celular,
considerando que valores mayores de absorbancia reflejan una mayor actividad metabolica
celular. Esto se debe a que, en el ensayo MTT, las células metabdlicamente activas reducen el
compuesto tetrazolio (MTT) a cristales de formazan insolubles, los cuales, tras su
solubilizacion, generan una solucién coloreada cuya intensidad es proporcional a la actividad
metabolica celular y, por ende, al nimero de células viables presentes en el sistema. De esta
manera, la comparacion de los valores de absorbancia entre distintos disefios y materiales
permite identificar las condiciones que favorecen una mayor viabilidad celular.

Como se observa en la Figura 36, correspondiente al andamio 3, los valores de
absorbancia a 570 nm presentan comportamientos diferenciados segun el material de
fabricacion. En el caso de los andamios fabricados en PLA (lineas verdes), las curvas
correspondientes a las filas E, F y G muestran una tendencia relativamente constante a lo largo
de los distintos numeros de lavado, con valores bajos y sin variaciones abruptas, lo que sugiere
una respuesta celular estable pero limitada. Por otro lado, los andamios fabricados en resina
(lineas azules) presentan mayores valores de absorbancia, destacandose un pico pronunciado
en el quinto lavado, particularmente en una de las réplicas, lo cual indica un incremento
temporal en la actividad metabolica celular. Posteriormente, los valores tienden a disminuir y

estabilizarse hacia los ultimos lavados.
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Asimismo, las mediciones de absorbancia correspondientes a los andamios 3, 7 y 8,
presentadas en las Figuras 37, 38 y 39, evidencian diferencias claras en la respuesta celular en
funcion del material y del disefio del andamio. En la Figura 37, correspondiente al andamio 7,
se observa una disminucién progresiva de la absorbancia conforme aumenta el nimero de
lavados, tanto en los andamios de PLA como en los de resina, partiendo de valores iniciales
elevados, especialmente en PLA, hasta alcanzar valores bajos y similares en las etapas finales.
De manera anéloga, la Figura 38, correspondiente al andamio 8, muestra una tendencia
decreciente; sin embargo, este disefio presenta valores iniciales de absorbancia mas altos,
particularmente en los andamios fabricados en PLA, los cuales alcanzan los mayores valores
entre los disefios evaluados.

En la Figura 39 se presenta una comparacion conjunta del crecimiento celular en los
andamios 3, 7'y 8. Se observa que el andamio 8 presenta los valores mas altos de absorbancia,
seguido del andamio 7, mientras que el andamio 3 muestra los valores mas bajos. En los tres
disefios evaluados, los andamios fabricados en PLA presentaron valores de absorbancia
consistentemente mayores en comparacion con los de resina. En particular, el disefio 8 alcanzo
el valor maximo de absorbancia (2.751), superando a los disefios 3 (1.141) y 7 (2.334), lo que
representa incrementos del 141 % y del 17.8 %, respectivamente, ambos en PLA.

El analisis complementario mediante microscopio invertido permitio corroborar
visualmente los resultados obtenidos en el ensayo MTT. En los andamios fabricados en PLA
se observd una mayor presencia celular distribuida sobre los filamentos impresos, mientras que
en los andamios de resina el crecimiento celular se concentré principalmente en las superficies
mas lisas de la estructura. Estas observaciones sugieren que la microtextura superficial y la
microarquitectura porosa caracteristicas del proceso de impresion FDM generan un entorno
maés favorable para la adhesion celular y la interaccion célula—andamio, en contraste con las

superficies mas homogeéneas asociadas a los andamios impresos mediante tecnologia SLA.
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Tabla 20

Lectura de la placa de 96 pocillos del ensayo realizado en el andamio 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - - - - - - - - - - -

B - 0176 0425 0559 0438 0415 0345 - - - - -

Resina ¢ - 0,725 0,632 0598 1,141 0358 035% - - - - -
D - 0161 0,630 0589 0415 0358 0351 - - - - -

E - 0214 0,11 0,108 0,077 008 0093 - - - - -

PLA F - 0,150 0,159 0,096 0,083 0,103 0,096 - - - - -
G - 0181 0,49 0117 0,104 0135 0118 - - - - -

H - - - - - - - - - - - -

Figura 37. Grafico de crecimiento celular correspondiente al andamio 3, mostrando los resultados obtenidos con

PLA (lineas verdes) y resina (lineas azules)



Tabla 21

Lectura de la placa de 96 pocillos del ensayo realizado en el andamio 7.

1 2 3 4 5 6 7 10 11 12
A - - - - - - - - - -

_ B 233 + 1652 0795 0415 0,244 0,163 - - -

PLA C + + 1648 0,795 0462 0,247 0,156 - - -
D + + 1643 0,772 0408 0,261 0,157 - - -

E + 2193 0,741 0,340 0216 0,134 0,119 - - -

Resina _ F + 2134 0,757 0,378 0,223 0,144 0,118 - - -
G + 2183 0,787 0,384 0,236 0,156 0,138 - - -

H - - - - - - - - - -

60

Figura 38. Grafico de crecimiento celular correspondiente al andamio 7, mostrando los resultados obtenidos con

PLA (lineas azules) y resina (lineas verdes)
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Tabla 22

Lectura de la placa de 96 pocillos del ensayo realizado en el andamio 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - - - - - - - - - - -
B + + 2130 1,038 0512 0278 0163 - - - - -
Resina ¢ + + 2203 1036 0490 0282 0158 - - - - -
D + + 2214 0956 0474 0273 0153 - - - - -
E + 2702 0966 0436 0223 0135 0119 - - - - -
PLA F + 2,751 1,015 0439 0219 0,148 0127 - - - - -
G + 2706 1032 0488 0239 0171 0149 - - - - -
H - - - - - - - - - - - -

Figura 39. Grafico de crecimiento celular correspondiente al andamio 8, mostrando los resultados obtenidos con

PLA (lineas azules) y resina (lineas verdes)
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Figura 40. Grafico de crecimiento celular correspondiente a los tres andamios, mostrando los resultados

obtenidos del andamio 3 (lineas rosadas), andamio 7 (lineas verdes) y andamio 8 (lineas celestes).

Por otra parte, el analisis de las tolerancias dimensionales indico que los disefios 3, 7 y
8 presentaron las menores desviaciones respecto al modelo CAD, con valores de +1.27 %,
+1.24 %y +0.45 % en PLA, y +25.53 %, £0.36 % y +33.8 % en resina, respectivamente. Estos
resultados reflejan una mayor fidelidad geométrica de los andamios impresos en PLA, lo cual
resulta relevante para reproducir de manera mas precisa un microambiente tridimensional
controlado. Una menor desviacién dimensional contribuye a mantener las caracteristicas
geometricas planificadas del andamio, aspecto clave para favorecer una interaccion célula—
andamio mas representativa de condiciones fisioldgicas.

En conjunto, los resultados obtenidos validan la hipotesis planteada en esta
investigacion, demostrando que los andamios tridimensionales biomiméticos fabricados
mediante manufactura aditiva pueden emplearse como modelos para el estudio de la interaccion

celular en microambientes tridimensionales. Asimismo, los hallazgos establecen
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una base solida para la optimizacion futura de disefios y materiales, orientada al desarrollo de
plataformas tridimensionales mas avanzadas para la evaluacion de modelos aplicables en el

estudio del cancer de mama.
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CONCLUSIONES

Es posible disefiar y fabricar andamios tridimensionales mediante tecnologias de
manufactura aditiva como modelado por deposicién fundida (FDM) y estereolitografia
(SLA), las cuales se caracterizan por su accesibilidad, bajo costo relativo y amplia
adopcion en el ambito de la impresion 3D. Estas caracteristicas facilitan su
implementacién en entornos de investigacion, dado que son tecnologias ampliamente
conocidas y utilizadas. En particular, la tecnologia FDM resulta adecuada para la
fabricacion de prototipos econémicos y el uso de materiales biodegradables como el
acido polilactico (PLA), mientras que la tecnologia SLA destaca por su alta precision
geométrica y calidad superficial.

Se valido la hipdtesis de que los andamios tridimensionales biomiméticos fabricados
mediante tecnologias FDM y SLA pueden emplearse como plataformas viables para el
estudio de la viabilidad y proliferacion celular en sistemas tridimensionales. En
particular, los andamios fabricados en PLA mostraron un desempefio bioldgico
superior, promoviendo un crecimiento celular de hasta un 141 % en comparacién con
otros modelos evaluados.

La mayor actividad metabdlica celular se observé en el Disefio 8 fabricado en PLA, el
cual alcanz6 un valor maximo de absorbancia de 2.751, seguido por los disefios 7
(2.334) y 3 (1.141). Estos resultados evidencian que tanto el disefio geométrico del
andamio como las caracteristicas de la superficie influyen directamente en la adhesion
celular y en la expansion de los macrofagos RAW 264.7.

El analisis de tolerancias dimensionales indico que los disefios 3, 7 y 8 fabricados en
PLA presentaron desviaciones minimas respecto a los modelos CAD originales (+1.27

%, £1.24 % y +0.45 %, respectivamente), lo que permitio una mayor fidelidad
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estructural. Esta precision geométrica contribuye a la reproduccién mas consistente de
microambientes tridimensionales y favorece una interaccion célula - andamio mas
efectiva.

Durante el proceso de disefio y fabricacion se optimizaron parametros estructurales
relevantes, como el tamafio de poro, el cual se mantuvo dentro del rango de 100 a 700
pum, reportado en la literatura como adecuado para el cultivo celular, asi como la
porosidad total del andamio, estimada en aproximadamente 75 %. Estas
configuraciones proporcionan un entorno favorable para la adhesién, difusion de
nutrientes y proliferacion celular.

Aungque la tecnologia SLA ofrece una mayor precision dimensional tedrica, esta no se
tradujo necesariamente en un mejor desempefio biologico. En los ensayos realizados,
las superficies mas lisas de los andamios fabricados en resina limitaron la adhesion
celular, tal como se evidencid en los resultados del ensayo MTT y en las observaciones
mediante microscopia invertida.

Los andamios desarrollados demostraron ser compatibles con la adhesion y
proliferacion de macr6fagos RAW 264.7, una linea celular ampliamente utilizada en
estudios de respuesta inmune e inflamatoria. Esto posiciona a los andamios fabricados
como plataformas experimentales relevantes para investigaciones futuras en cancer y
medicina regenerativa.

Se identificaron algunas limitaciones experimentales, como la formacién de burbujas
durante el pipeteo y la ausencia de un sistema de agitacion (vortex) para la
homogenizacién de las muestras durante los ciclos de lavado, factores que podrian
haber influido en la variabilidad de los resultados obtenidos.

Se recomienda ampliar el alcance del estudio mediante la incorporacion de lineas

celulares cancerosas, como MDA-MB-231, con el fin de evaluar el comportamiento
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celular en microambientes tridimensionales mas complejos. Asimismo, seria pertinente
integrar técnicas avanzadas de caracterizacion biologica, como el analisis de expresion
génica o perfiles moleculares de las células cultivadas.

En conjunto, este proyecto pone en evidencia el potencial de la impresion 3D aplicada
a la investigacion biomédica y establece una base solida para el desarrollo futuro de
modelos tridimensionales orientados al estudio del cancer y al disefio de terapias

personalizadas.
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