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RESUMEN

El presente trabajo muestra la caracterizacion de tintas de biomaterial empleadas en
un sistema de impresion 3D por extrusion y la determinacion de su viabilidad de uso
para la manufactura de estructuras tridimensionales de interés biomédico. El
documento aborda la necesidad de contar con metodologias para analizar de manera
objetiva la fidelidad de impresién en sistemas basados en extrusion debido a que
existen definiciones no consensuadas en la comunidad cientifica y estandares no
publicados en un campo de estudio en constante evolucion. Se sigue una metodologia
propia para el desarrollo de constructos fabricados bajo el marco de tecnologias de
bioimpresion, con énfasis en el preprocesamiento y procesamiento de tres tipos de
constructos: vascular, organico y para ensayos in vitro. Se sintetizaron ocho tintas de
biomaterial a partir de reactivos disponibles en un contexto académico, tales como: la
sal sodica de carboximetilcelulosa, el alginato y el cloruro de calcio. Se realizaron
ensayos de caracterizacion para evaluar propiedades de la materia prima como
hinchamiento y viscosidad, asi como propiedades directamente involucradas al
proceso de impresion 3D como formacidon y homogeneidad de filamento, precision de
impresion e integridad de forma. Los resultados indican que la formulacion compuesta
por sal sodica de carboximetilcelulosa (20%), alginato (10%) y cloruro de calcio (2%)
demuestra el mejor desempefio general en los ensayos de caracterizacion
multidimensional, siendo viable para la impresion por extrusion de las estructuras de

interés biomédico propuestas en el presente trabajo.
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INTRODUCCION

La bioimpresion 3D es una tecnologia cuya adopcion en el campo de ingenieria de
tejidos se ha atribuido a su alto potencial para la manufactura de estructuras biologicas
complejas. A diferencia de la impresion 3D convencional, en la bioimpresion se
emplean comtinmente hidrogeles como materia prima, estos se caracterizan por su alto
contenido de agua, variable densidad de entrecruzamiento y viscoelasticidad. El
alcance de las estructuras bioimpresas involucra aplicaciones clinicas y de laboratorio,
como el reemplazo o la reparacion de regiones anatomicas dafiadas o ausentes, el
desarrollo de farmacos, tratamientos farmacoldgicos personalizados, entre otras. En
ese sentido, ante la amplia gama de hidrogeles formulados con distintos tipos de
biomateriales en una variedad de concentraciones, es importante establecer una
metodologia de caracterizacion que permita mitigar la inherente complejidad de definir
parametros de impresion a través de ensayos iterativos, subjetivos y cualitativos de tal
manera que se maximice la reproducibilidad y la fidelidad geométrica entre el

constructo y su disefio asociado.

El presente trabajo tiene como finalidad caracterizar tintas de biomaterial empleadas
en un sistema de impresion 3D por extrusion y determinar su viabilidad de uso para la
manufactura de estructuras tridimensionales relevantes para aplicaciones biomédicas.
Se analizan las propiedades fisicas, reologicas y la fidelidad de impresion de una serie
de formulaciones de tintas de biomaterial. En base a ello, se plantean condiciones de
impresion para maximizar la fidelidad geométrica de las estructuras impresas y se
compara el rendimiento de las formulaciones para determinar cudl es la mas adecuada
para imprimir estructuras frecuentemente usadas en el tratamiento de patologias
vasculares, malformaciones auriculares, y en el estudio in vitro de procesos

fisiologicos.

La madurez tecnologica alcanzada es de nivel 3 de complejidad, involucrando
investigacion basica, especificaciones de los componentes criticos, el desarrollo de los
ensayos de caracterizacion asociados y pruebas de concepto preliminares en un

entorno controlado’.

! Departamento de Defensa. Technology Readiness Assessment (TRA) Deskbook
https://apps.dtic.mil/sti/pdfs/ADA418881.pdf
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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS Y ESTADO DE LA TECNOLOGIA

En el presente capitulo se expone inicialmente una breve introducciéon conceptual, la
cual es necesaria para el entendimiento tedrico e interpretacion de la problematica y
del problema a abordar enunciados posteriormente. Se describe la evolucion
académica del campo de bioimpresion, las principales técnicas, biotintas y tintas de
biomaterial con sus agentes entrecruzantes. Se analiza desde un enfoque general la
problematica complementada con el marco normativo actual para definir el problema
especifico referente al andlisis y caracterizacion subjetivos para la determinacion de
parametros de impresion de materiales biologicos abordado en este documento de

tesis.

1.1 Técnicas de bioimpresién

Durante las ultimas dos décadas y media, se ha venido realizando investigacion
sustancial referente al campo de bioimpresion 3D incluyendo mds de sesenta y cinco
mil documentos publicados entre articulos, revisiones, capitulos de libro y articulos de

conferencias que en conjunto describen un crecimiento exponencial (Figura 1).

Figura 1. Evolucion de documentos académicos publicados sobre bioimpresion entre los afios 1998 y
2020, utilizando el comando de busqueda: (“3D BIOPRINTING” OR (“3D PRINTING” AND
CELLYS)), segun métrica de Scopus.



Esto va de la mano con la evolucion de la industria especializada en el campo, que ha
emergido con el desarrollo de equipos avanzados como bioimpresoras de alta
precision, de capacidad multimaterial o de alta velocidad (Ozbolat, 2017). En ese
sentido, existen diversas técnicas de bioimpresion con distintos niveles de complejidad
que permiten producir estructuras seglin el uso previsto, ya sea de tamafio clinicamente
relevante o a escala micrométrica. Se tienen técnicas convencionales que han sido
adoptadas ampliamente en el sector comercial y en la comunidad cientifica debido al
respaldo de investigaciones reportadas y la constante mejora de las tecnologias que
dirigen sus mecanismos de funcionamiento, estas son las basadas en extrusion, goteo
(o inkjet), transferencia inducida por laser y estereolitografia. Ademas, el constante
crecimiento del campo ha permitido el desarrollo de nuevas técnicas que
complementan a las técnicas tradicionales y extienden el espectro de areas de
aplicacion como la sonolitografia, la volumétrica y la asistida por aspiracion. En
general, cada técnica involucra diversos enfoques respecto a sus principios de
impresion, los cuales estan ligados a ciertas ventajas y limitaciones. La Tabla 1 detalla
las caracteristicas principales de siete técnicas de bioimpresion desarrolladas a la fecha

y la Figura 2 ejemplifica los principios de funcionamiento de las mismas.



Tabla 1. Resumen comparativo de siete tipos de técnicas de bioimpresion.

Técnica Principio de impresion Contacto directo Ventajas Limitaciones Referencias
con materia prima

Extrusion Mecanico o neumatico Si e Compatible con hidrogeles de | e Viabilidad celular |[Jiangetal.,
Material se deposita en forma alta viscosidad (6x10"mPas) baja—moderada 2019;
cilindrica capa por capa e Versatil, distintas (~40—-80%) Murphy &

rnpdglidades: FRESH, coaxial, | ¢ Baja velocidad de Atala, 2014;
tr1ax¥a1 . impresion Stuart Kyle

e Fabricable, costo bajo- e Resolucion moderada (100 etal, 2017
moderado um - milimetros)

Por goteo Térmico o piezoeléctrico No e Alta velocidad de impresion e Compatibilidad limitada a | Kacarevi¢ et
Material se deposita en forma de (1 a 10000 gotas por segundo) hidrogeles de baja al., 2018;
gotas capa por capa e Alta resolucioén (=20- viscosidad (3.5-12 mPa-s) | Knowlton et

100 um) e Volumenes de impresion a | al., 2015;
e Alta-moderada viabilidad escala milimétrica Mandrycky
celular (>80%) etal., 2016;
e Fabricable, costo moderado Murphy &
Atala, 2014

Transferen- Térmico (generada por pulsos laser) No e Libre de problemas de bloqueo |® Dificultad de operabilidad | Keriquel et

cia directa Material se deposita en forma de (sin boquilla) |e Alta resolucién (pico a micro del sistema al., 2017

inducida gotas capa por capa escala) e Volumenes de impresion a

por laser e Alta viabilidad celular (>95%) escala milimétrica

e Alto costo, oferta reducida

Estereolito- Laser Si e Libre de problemas de bloqueo |® Posible dafio del material | Kumar &

grafia Fotopolimerizacion iterativa de las (sin boquilla) e Alta velocidad (<40 000 celular por radiaciéon UV Kim, 2020;
capas superficiales de un tanque lleno mm/s) e Compatibilidad limitadaa | W. Li etal.,




de material liquido Alta resolucioén (=1.2— hidrogeles fotosensibles 2023
200 pm) e No permite usar multiples
Independiente de la viscosidad hidrogeles a la vez
del hidrogel ® Alto costo
Asistida Neumatico Si Costo efectiva e Baja efectividad de tiempo | Ayan et al.,
por Traslado y posicionamiento de Uso simple de impresion de volamenes | 2020; Daly
aspiracion esferoides Alta precision (=11% clinicamente relevantes etal., 2021
con respecto al e No compatible con
tamafo del esferoide) hidrogeles
Alta-moderada viabilidad
celular (>80%)
Volumétri- Proyeccién de patrones 2D No Alta viabilidad celular (>85%) |® Compatibilidad limitada a | Bernal et al.,
ca (calculados por transformada de (sin boquilla) Creacion de estructuras hidrogeles fotosensibles 2019; Kelly
Radon) complejas e No permite usar multiples | et al., 2019
Fotopolimerizacion sincrénica de un Muy alta velocidad de hidrogeles a la vez
volumen selectivo dentro de un impresion (decenas de e Oferta comercial reducida
tanque de material liquido segundos) de constructos a
escala centimétrica
Alta resolucién (=33
um)
Sonolito- Fuerzas de radiacion acustica No Alta velocidad de creacion de |e® Limitada a patrones Shapiro et
grafia Redirige la acumulacion de particulas (sin boquilla) patrones (decenas de bidimensionales al., 2021

en regiones espaciales definidas

segundos)

Amplia variedad geométrica
de patrones con el mismo
sistema

Fabricable, bajo costo

e Oferta comercial reducida
e No compatible con
hidrogeles ni esferoides
e Dependiente de una
superficie con capacidad
de adherencia celular




Figura 2. Técnicas de bioimpresion y sus principios de funcionamiento: (A) Extrusion , (B) Por goteo,
(C) Transferencia directa inducida por laser (Knowlton et al., 2015), (D) Estereolitografia (Billiet et al.,
2012), (E) Volumétrica (Kelly et al., 2019), (F) Sonolitografia (Shapiro et al., 2021), y (G) Asistida por
aspiracion (Daly et al., 2021).

1.2 Biotintas y tintas de biomaterial

El material adecuado para la bioimpresion, conocido como biotinta, estd definido
como una formulacion de células apta para ser procesada por una tecnologia de
biofabricacion automatizada que ademas puede contener componentes bioldgicamente
activos y biomateriales (Groll et al., 2018). El componente indispensable en una
biotinta es el material celular (por ejemplo, células individuales o agregados celulares),
el cual puede estar embebido en un elemento de mezcla opcional (por ejemplo, matriz
descelularizada o hidrogeles). Por otro lado, la tinta de biomaterial est4 definida como
un material que también puede procesarse mediante las técnicas mencionadas, sin
embargo, esta no contiene cé¢lulas mientras es impresa. Dichas tintas de biomateriales
pueden ser empleadas manera independiente, como para la fabricacion de bioreactores
o andamios para siembra celular, o en conjunto a las biotintas durante el mismo
proceso de impresion como estructuras de sacrificio, donde actian como soportes
mecanicos que evitan el colapso del constructo que ante un estimulo térmico posterior,

se disuelven.



Dentro de los materiales més usados destacan polimeros naturales y sintéticos como:
alginato, metacrilato de gelatina, gelatina, colageno, 4cido hialurénico, polietilenglicol
diacrilado, fibroina de seda, agarosa, metacrilato de acido hialurénico y fibrina, segun
lo reportado por un analisis cienciométrico de las ultimas dos décadas en el campo
(Pedroza-Gonzalez et al., 2021). Estos materiales, generalmente en forma de hidrogel,
suelen pasar por un proceso de entrecruzamiento cuya naturaleza varia dependiendo
de la estructura quimica de cada material pudiendo ser fisico, i6nico, por radiacion no
ionizante o enzimatico. La reaccion de entrecruzamiento modifica directamente las
propiedades mecanobiologicas de los polimeros pudiendo reforzar su estabilidad
estructural para obtener mejores resultados de impresion, sin embargo, una alta
concentracion de agente entrecruzante o tiempos de reaccion no optimizados, afectan

negativamente a la migracion, proliferacion y viabilidad celular (Malda et al., 2013).

1.3 Marco normativo y antecedentes

La manufactura de estructuras biologicas para aplicaciones biomédicas involucra
desafios segun la complejidad de las formas que las caracterizan dado al alto contenido
de agua que generalmente compone la materia prima y a las deformaciones a la que
esta es sometida durante y después del proceso de bioimpresion. Diversos autores
buscan reportar el desempefio exitoso de sus formulaciones de biotintas o tintas de
biomaterial a través de evaluaciones cualitativas y subjetivas sin llegar a un consenso
sobre la definicion del término ‘imprimible’ o ‘fidelidad de impresion’ que utilizan en
sus estudios, siendo la mas comun la inclusion de fotografias macroscopicas de las

estructuras impresas.

En ese sentido, la organizacion SCB! cuenta con un proyecto en desarrollo sobre las
Especificaciones para biotintas y bioimpresoras en colaboracion con entidades como
ASTM?, ASME?, IEEE* y ARMP° donde se detallardan normas asociadas al software,
hardware y las biotintas. La aprobaciéon y publicacion de dicha normativa pretende
estandarizar aspectos que les permitan a los usuarios reproducir los resultados de las

pruebas y controlar la calidad de los productos.

Especificamente, la organizacion de estandares internacionales ASTM! a través de su
Comité F04 sobre Materiales y Dispositivos Médicos y Quirargicos, es la encargada
de la norma centrada en un Nuevo método de ensayo para la imprimibilidad de
!Standards Coordinating Body for Gene, Cell, and Regenerative Medicines and Cell-Based Drug

Discovery, 2American Society for Testing and Materials, >American Society of Mechanical Engineers,
“Institute of Electrical and Electronics Engineers, >Advanced Regenerative Manufacturing Institute



biotintas y bioimpresion basada en extrusion (ASTM WK72274). Sin embargo, a la
fecha, no se han publicado avances de acuerdo a la hoja de ruta trazada' dando lugar a
un vacio de informacion que genera ambigiiedad en la comunidad cientifica sobre los

métodos adecuados para evaluar la fidelidad de impresion de biotintas.

Ante ello, se han reportado escasas definiciones de ‘imprimibilidad’ o ‘fidelidad de
impresion’ (Mandrycky et al., 2016; S. Kyle et al., 2018; Naghieh & Chen, 2021;
Murphy & Atala, 2014). El presente trabajo de tesis considera una definicion amplia
y genérica, propuesta por Gillispie et al. (Gillispie et al., 2020):

‘La capacidad de un material, cuando se somete a un determinado conjunto de
condiciones de impresion, para imprimirse de una manera que produzca resultados

de impresion deseables para una aplicacion dada.’

Esta definicion enfatiza la importancia de seguir métodos objetivos para la evaluacion
de aspectos para determinar la ‘imprimibilidad’ de una biotinta o tinta de biomaterial
asi como la influencia de los parametros de impresion y de sus propiedades inherentes
durante el proceso, independientemente la técnica que se utilice. De esta manera, se
busca formar una base transversal consensuada que mejore el proceso de desarrollo de
nuevas biotintas o tintas de biomaterial y que consecuentemente aporte a alcanzar los
objetivos de largo plazo del campo de la bioimpresion 3D: la manufactura de tejidos y
organos funcionales para satisfacer la demanda global de trasplantes, y la creacion de
plataformas in vitro avanzadas para tratamientos de medicina personalizada o para

reducir la experimentacion con animales utilizados durante el desarrollo de farmacos.

!Standards Coordinating Body for Gene, Cell, and Regenerative Medicines and Cell-Based Drug
Discovery, https://www.standardscoordinatingbody.org/project-specification-printability-bioink



CAPITULO 2

PREPROCESAMIENTO DE CONSTRUCTOS FABRICADOS CON
INGENIERIA DE TEJIDOS

En el presente capitulo se plantea una metodologia para el desarrollo de constructos
de interés biomédico fabricados bajo el marco de tecnologias de bioimpresion. Luego,
se aborda la etapa de preprocesamiento en donde proponen tres disefos integrales
detallando consideraciones y componentes criticos y se desarrolla la sintesis de las
formulaciones de tintas de biomaterial candidatas asi como los ensayos de

caracterizacion de reologia y de hinchamiento asociados.

2.1 Metodologia General

Una vez analizados el estado de la tecnologia y la normativa asociada a los procesos y
biomateriales empleados para bioimpresion 3D, es necesario plantear un disefio
integral de lo que se desea manufacturar. Para ello, se propone una metodologia de
desarrollo de constructos bajo el marco de tecnologias de bioimpresion 3D (Figura 3).
Es importante mencionar que la impresion 3D es considerado un método de
fabricacién en el contexto de la ingenieria de tejidos y no como un método de

prototipado rapido que es predominante en otras aplicaciones.

Esta metodologia considera distintos enfoques planteados en la literatura (Agarwal et
al., 2020; Datta et al., 2018; Varkey et al., 2019) que incluyen a las cuatro etapas

conocidas del proceso de bioimpresion conocidas como:

e Preprocesamiento
e Procesamiento
e Posprocesamiento

e Evaluacion

Independientemente del tipo de tejido que se desee fabricar y de su aplicacion (in vitro

0 in vivo), se plantean fases que abordan transversalmente las cuatro etapas:

!Standards Coordinating Body for Gene, Cell, and Regenerative Medicines and Cell-Based Drug
Discovery, https://www.standardscoordinatingbody.org/project-specification-printability-bioink
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e Fase de Diseio Integral

e Fase de Desarrollo

En la Fase de Disefio Integral se realiza la definicion de las consideraciones o
requerimientos necesarios de cada etapa y, en base a ellos, se realiza la seleccion de
componentes, técnica(s), condiciones y/o ensayos que cumplan con los mismos para
que finalmente estos sean efectuados experimentalmente en la Fase de Desarrollo

dando lugar a los productos finales de cada etapa.

El alcance de la presente tesis abordara las etapas de preprocesamiento y
procesamiento bajo el enfoque de desarrollo de constructos frecuentemente

encontrados en aplicaciones biomédicas, tales como:

1. Constructo vascular: representa injertos vasculares para reemplazar o reparar

vasos sanguineos, forma genérica de estructura tubular

2. Constructo orgénico: representa injertos diversos para procedimientos

reconstructivos cuya forma genérica varia seglin la afeccion (oreja, nariz)

3. Constructo para ensayos in vitro: representa un ejemplo de plataforma para
realizar ensayos in vitro, estas describen canales o compartimentos donde
generalmente interaccionan fluidos liquidos y/o gaseosos con material celular,

forma genérica de paralelepipedo.

!Standards Coordinating Body for Gene, Cell, and Regenerative Medicines and Cell-Based Drug
Discovery, https://www.standardscoordinatingbody.org/project-specification-printability-bioink
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Figura 3. Metodologia de elaboracion de un constructo bajo el marco de tecnologias de bioimpresion 3D compuesta por la fase de disefio integral (consideraciones
y seleccion) y de desarrollo (ejecucion)

!Standards Coordinating Body for Gene, Cell, and Regenerative Medicines and Cell-Based Drug Discovery, https://www.standardscoordinatingbody.org/project-
specification-printability-bioink
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2.2 Preprocesamiento
La etapa de preprocesamiento tiene como productos finales la generacion del modelo
3D del constructo y la formulacion o sintesis de una o varias biotintas o tintas de

biomaterial de ser necesario.

2.2.1 Disefio Integral

La fase de disefio integral permite identificar los requerimientos mecéanicos, biologicos
y estructurales de lo que se desea bioimprimir y luego, seleccionar los componentes
constituyentes de la materia prima tales como células y polimeros; asi como determinar
las caracteristicas geométricas que tendra el constructo que incluyan su
dimensionalidad y morfologia, que se espera que todas en conjunto cumplan con los

requerimientos identificados.

Con la finalidad de proponer un disefio conceptual, se consideran ciertos
requerimientos y caracteristicas que describen los elementos criticos principales y
secundarios de los constructos. A continuacion se presenta de manera detallada los

requerimientos a tomar en cuenta para el presente disefio:

e Integridad estructural
La integridad estructural de los constructos propuestos, asociada a sus
propiedades mecanicas, debe permitir que estos sean manipulados durante
aplicaciones in vivo (procedimientos quirurgicos) como in vitro (laboratorio)

manteniendo su tamafio y forma:

Se considera que los injertos vasculares deben contar con capacidad de
suturabilidad con vasos sanguineos adyacentes, en la Tabla 2 se describen las
propiedades de los vasos nativos que comunmente se utilizan como injertos
segun la patologia existente: vena safena, arteria radial, arteria mamaria interna

0 arteria coronaria.
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Tabla 2. Propiedades mecanicas de la vena safena, arteria radial, arteria mamaria interna y la

arteria coronaria (Bouchet, 2019; Laurent, 1994; Montini-Ballarin, 2016; Stekelenburg,

2009)
Tipo de vaso sanguineo Modulo de Young Retencion de sutura
(MPa) (gramo-fuerza)
Vena safena 4.2 (circ) 19612
23.7 (long)
Arteria radial 2.68 (NA) 144156
Arteria mamaria interna 8.0 (circ) 1381450
16.8 (long)
Arteria coronaria NA 200+119

En relacion al constructo organico planteado, en su mayoria describen regiones
anatomicas expuestas a la superficie compuestas principalmente por cartilago,
como la oreja. Dicha estructura suele comprometerse por enfermedades
congénitas como la microtia o amputaciones parciales debido a tumores
faciales. La Tabla 3 describe las propiedades mecanicas del colageno tipo I,
componente principal del cartilago elastico, el cual se caracteriza por proveer

estabilidad y alta capacidad de flexibilidad.

Tabla 3. Propiedades mecanicas de cartilago auricular humano

Tipo de cartilago Tension de rotura Alargamiento a Moadulo de
(MPa) la rotura (%) Young (MPa)
Auricular Humano 2.02 40.62 5.02

Por otro lado, se tiene en cuenta que las plataformas para ensayos in vitro se
someten a ciclos iterativos de ensayos y manipulacion recurrente. Dichas
plataformas cuentan con uno o varios canales que pueden estar interconectados

entre si para configurar el transporte y el control de los fluidos segin su
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aplicacion prevista.

e Biocompatibilidad
En lo que respecta a aplicaciones in vivo, la materia prima con la que se
elaboran los constructos debe minimizar los riesgos de toxicidad e inflamacion
para que pueda integrarse en el cuerpo. En caso de contener material celular,
este debe ser idealmente de origen humano y autélogo para evitar la
inmunogenicidad. Por otro lado, si bien los constructos para ensayos in vitro
estan previstos para aplicaciones con condiciones mas controladas, no se
descarta el uso de células primarias para reproducir un microambiente mas
fidedigno al entorno in vivo, manteniendo una resistencia a la degradacion y

corrosion.

e Biodegradabilidad
Esta propiedad se enfatiza mas en los constructos con aplicaciones in vivo. En
ellas, el huésped debe poder celularizar y remodelar el microambiente donde
sea implantado el constructo para producir una MEC nativa mientras este se
degrada gradualmente. La regeneracion tisular debe permitir que el constructo

crezca y se adapte a la anatomia prevista.

Ademas de las consideraciones antes mencionadas, existen pardmetros
importantes que influyen directa o indirectamente en el desempefio del
constructo tanto en entornos in vivo como in vitro, como la permeabilidad, la
porosidad (tamafio y conectividad interna), compliancia, presion de rotura,
bioactividad y esterilidad; sin embargo, el alcance de la presente tesis no
posibilita que sean abordarlos debido a los ensayos para caracterizarlos
implican una alta curva de aprendizaje y requieren de parque de equipamiento
especializado como microscopio de fluorescencia, microscopio electronico de

barrido, maquina de ensayos biaxiales, etc.

La presente seccion busca seleccionar los candidatos més adecuados, en términos de
células y/o hidrogeles, para formular biotinta(s) o biotinta(s) de material, asi como
describir un disefio 3D, que en conjunto satisfagan los requerimientos de los

constructos definidos previamente.
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a) Células

Los tipos seleccionados representan la mayor poblacion celular en cada una de las

regiones anatomicas a donde pertenecen los constructos. Se busca que las poblaciones

celulares estén suspendidas en hidrogeles que, ademas de emular las propiedades de la

MEQ, las protejan de los esfuerzos cortantes asociados al proceso de bioimpresion que

pueden causar la ruptura de sus membranas, impactando en la viabilidad celular del

constructo (Hull, 2022).

i)

Constructo vascular
Especificamente se ha identificado a las células endoteliales de arteria
umbilical humana (HUAECs, por sus siglas en inglés) como candidatas
ideales para conformar el endotelio del constructo. Al igual que las células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS, por sus siglas en inglés)
que han sido ampliamente empleadas en la bioimpresion de conductos
vasculares (Gao, 2018; Hong, 2019; Kim, 2019; Schoneberg, 2018; Yi,
2019), las HUAECs son células representativas de los vasos sanguineos
humanos, sin embargo, se ha reportado que las HUAECs exhiben una mayor
expresion de genes arteriales, de marcadores de fenotipo arterial y de
factores de crecimiento (Casanello, 2014; Ergonova, 2012; Li, 2020;
Régent, 2016; Seo, 2016) lo que las hace determinantes para este tipo de
aplicacion. Del mismo modo, se ha identificado a las células de musculo liso
de arteria umbilical humana (HUASMCs, por sus siglas en inglés) como
candidatas ideales para conformar la tinica media del constructo. Las
células vasculares de musculo liso son células con alto grado de
especializacidon cuya expresion proteica y su fenotipo varia segiin el vaso en
el que se encuentren. Se ha demostrado que las HUASMCs expresan mayor
cantidad de a actina de musculo liso que las células vasculares derivadas de
la aorta y de la arteria pulmonar, sugiriendo un fenotipo mas contractil
(Régent, 2016), el cual favorece al constructo desarrollado. Tanto las
HUAECs como las HUASMCs son aisladas del cordon umbilical, el cual es
comunmente descartado después del parto, por lo que representa una fuente
de origen apropiada y sostenible para esta propuesta (de Llano, 2017; Gaggi
2019).
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Constructo organico
Los condrocitos son el tipo de célula en la formacion y mantenimiento de
los tejidos cartilaginosos. Los condrocitos auriculares (AuCs) estan
directamente relacionados con el tejido auricular que conforma la estructura
externa de la oreja y representan la fuente celular mas empleada para la
regeneracion de cartilago (Y. Li et al., 2019; Xu et al., 2020). Se ha
respaldado el uso de este tipo de células especializadas, solas y en conjunto
con células madre, en estrategias basadas en ingenieria de tejidos para la
produccion cartilago auricular humano robusto dentro de constructos

tridimensionales (Bernstein et al., 2018; Hou et al., 2021).

Constructo para ensayos in vitro
Si bien los constructos para ensayos in vitro estdn previstos para
aplicaciones in vitro, no se descarta el uso de células primarias para
maximizar el realismo de su comportamiento. El tipo de célula dependera
del proceso fisioldgico que se desea representar en la plataforma. La
tecnologia permite distribuir las células en diferentes configuraciones segin
la cantidad de compartimientos y canales que contenga la plataforma

(Caceres-Alban et al., 2023).

b) Biomateriales

En la literatura, se han encontrado biomateriales naturales derivados de proteinas,

polisacaridos, y MEC descelularizada como materia prima para el desarrollo de

constructos vasculares, organicos y para ensayos in vitro (Tomasina et al., 2019),

(Fisch et al., 2021). Sin embargo, debido a la naturaleza y funcion fisioldgica de cada

tipo de constructo, es relevante proponer distintos tipos para cada caso:

Constructo vascular:
El limen vascular serd obtenido empleando un material de sacrificio en
forma de hidrogel. El poloxdmero Pluronic F127 es un candidato ideal usado
ampliamente en el campo para la fabricacion de estructuras tubulares por su
capacidad de disolverse al aplicar bajas temperaturas (~4 °C) (Suntornnond,

2017).
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La matriz extracelular de tejido vascular descelularizado representa un
candidato adecuado para emplear en forma de hidrogel, ya que simula el
microambiente nativo vascular con alto contenido de fibras de coldgeno de

las capas tinica media y tinica adventicia (Eble & Niland, 2009).

i)  Constructo organico
El colageno tipo 2 es un candidato adecuado para emplear en forma de
hidrogel, ya que simula el microambiente nativo alto contenido de fibras de
colageno (Eble & Niland, 2009). Sin embargo, se encontraron limitantes
para su uso en la etapa experimental de formulacion del hidrogel, las cuales

seran detalladas en el presente capitulo.

i)  Constructo para ensayos in vitro
El polidimetilsiloxano (PDMS) es un candidato adecuado debido a que
posee propiedades como no toxicidad, buena elasticidad, transparencia
Optica, biocompatibilidad, viscoelasticidad y estabilidad térmica y quimica

(Teixeira et al., 2021).

Si bien lo anteriormente expuesto corresponde al disefio de constructos ideales en
términos de células y biomateriales, el alcance de la presente tesis se concentrard en la
caracterizacion de los elementos fisico-quimicos que los componen. Se espera que de
acuerdo a los resultados de la evaluacion de estos aspectos en este trabajo, futuras
investigaciones analizaran los componentes biologicos conformados por las células y
biomateriales en forma de gel propuestos. En ese sentido, en términos practicos y por
motivos de disponibilidad de recursos, se emplea una tinta de biomaterial
representativa para realizar el andlisis de caracterizacion multidimensional: sal sodica

de carboximetilcelulosa.

La celulosa es una macromolécula lineal insoluble al agua que estd formada por
unidades de anhidroglucosa (AGU, por sus siglas en inglés) unidas por enlaces pB-1,4-
glucosidicos. Las modificaciones quimicas de los grupos hidroxilo de las AGU
permiten que este polisacarido adopte propiedades de solubilidad al agua y

procesabilidad (Ergun, 2016), razoén por la cual su aplicacion se extiende a campos
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como la ingenieria de tejidos (Mallakpour, 2021; Zennifer, 2021). La
carboximetilcelulosa (CMC) fue el primer éter derivado de la celulosa, es sintetizada
por medio de la reaccion Williamson-ether (Figura 4), usando materia prima asequible,
razon por la cual su produccion es asequible en escalas industriales, no limitandose
solamente a laboratorios. Se utiliza cominmente en su presentacion de sal sodica
(NaCMCO). Este polielectrolito anidnico ha sido aprobado por la FDA para su uso como
componente activo (o no activo) en aplicaciones farmacéuticas, estomatologicas y de
ingenieria de tejidos debido a sus propiedades como biocompatibilidad; bajo costo;
hidrofilicidad; bioactividad; estabilidad en un amplio rango de pH (3-10);
biodegradabilidad; promover la adhesion, migracion y diferenciacion celular; y la
adsorcion de proteinas en su superficie (Priya, 2021; Turky, 2021). Por las razones
antes expuestas, se considera a la NaCMC en forma de hidrogel un candidato adecuado

para la realizacion de los ensayos de caracterizacion para cada uno de los constructos.

Figura 4. Sintesis de sal sddica de carboximetilcelulosa (NaCMC), adaptado de (Zennifer, 2021).

c) Geometrias
Se emplea el software CAD/CAM/CAE Autodesk® Fusion 360™ para el disefio de

los constructos a imprimir.
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i)  Constructo vascular:
Forma tubular, recta y uniforme, con un didmetro interno de 6 mm, una

longitud de 10 cm y un grosor de pared de 3 mm (Figura 5, izquierda).

i)  Constructo para ensayos in vitro:
Forma de paralelepipedio de 50 x 10 x 3.5 mm? con estructura interna hueca
de 35 x 3 x 3.5 mm?con 11 lineas divisorias espaciadas por compartimentos

de 2 mm (Figura 5, derecha).

El disefio del constructo orgdnico a imprimir se obtuvo de un repositorio en linea'
donde se comparten de forma gratuita disefios 3D de estructuras anatomicas,

protocolos de bioimpresion y otros recursos.

iii)  Constructo orgénico:
Forma de pabellon auricular adulto. a escala 1:2 (Figura 5, central), de

dimensiones 30 x 20 x 10 mm?

Figura 5. Disefios 3D renderizados de los constructos en proyeccion ortogonal: vascular (izquierda),
organico (central) y para ensayos in vitro(derecha)

2.2.2 Desarrollo
La Fase de Desarrollo se enfoca en la sintesis y caracterizacion de la tinta de
biomaterial seleccionada previamente, asi como en la exportacion del disefio CAD en

un formato compatible con la bioimpresora a utilizar.
a) Formulacion de las tintas de biomaterial

Se siguidé una metodologia para la sintesis del hidrogel coldgeno encontrada en la

literatura (Kwak, 2015) empleando polvo de colageno tipo 1 de tendon de Aquiles

I Bioverse - https://bioverse.co/
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bovino (C9879, Sigma-Aldrich), esta consistia en la disolucion del colageno en polvo
(0.01 %w/v, 0.1 %w/v y 1% w/v) en éacido acético (0.2 M) (Figuras 6a y 6b). Sin
embargo, se identificaron limitaciones que no permitieron la formulacion exitosa del
hidrogel, como por ejemplo: a) el acido acético que se habia estado utilizando estaba
en mal estado, b) la marca del coldgeno utilizada es una de las mas dificiles de disolver,
c¢) la desnaturalizacion del colageno al ser sometido a altas temperaturas (mayor a
90°C), y d) hidratacién del coldgeno y formacién de grumos por el largo tiempo
(aproximadamente de 180 min) requerido para su disolucion (Figuras 6¢-e). Por las

razones expuestas, se decidid descartar esta alternativa de hidrogel.

Figura 6. Disolucion de colageno: solucion de acido acético y colageno en polvo sobre un agitador
magnético con a) 25 °C y 220 revoluciones por minuto, b) 92 °C y 100 revoluciones por minuto; c-¢)

colageno no disuelto después de 4 horas de agitacion

A diferencia del coldgeno, la formulacion del hidrogel a base de NaCMC y del hidrogel
a base de alginato fue exitosa. Se emple6 NaCMC en forma de polvo con 0.7 grupos
carboximetilo por unidad de anhidroglucosa (grado de sustitucion o DS) y de peso
molecular (Mw) ~90 000 g/mol (419273, Sigma-Aldrich, Inc.). Asimismo, se empleo

alginato en forma de polvo derivado de algas marinas, con 1.56 de proporcion de acido
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manurdnico a acido gulurénico (M/G) y de Mw 120 000-190 000
g/moL (180947, Sigma-Aldrich, Inc.).

Siguiendo la Ec. 2, se prepararon diversas concentraciones de cada tipo de hidrogel
utilizando una balanza analitica para la precision en el pesado y agua destilada como
solvente (Figura 7). Se alcanz6 un estado homogéneo al mezclar durante 15 minutos
de manera manual, se prescindié de un agitador magnético ya que la viscosidad de

algunas formulaciones impedia que la pastilla rote.

masa del soluto (g)
volumen de solucién (mL)

Concentracion % (w/v) = x 100 (2)

La presencia de impurezas y burbujas de aire en el hidrogel afecta la fidelidad de
impresion (Roehm, 2017). Por ello, el proceso de sintesis antes detallado se realizé en
una cabina de bioseguridad (Labculture Esco Clase 11, Tipo A2 BSC; Esco Micro Pte
Ltd, Singapur), y ademads, se acopl6 el matraz que contenia el hidrogel formulado a
una manguera conectada a una bomba de vacio que fue accionada para eliminacion de

burbujas.

Figura 7. Formulaciéon de hidrogel de carboximetilcelulosa. Se muestra la cantidad empleada pesada

en la balanza analitica

A partir de estos hidrogeles se plantearon diversas formulaciones de tintas de
biomaterial (Tabla 4) sobre las cuales se desarrollarian los ensayos de caracterizacion
reologica y de hinchamiento, asi como los ensayos de fidelidad de impresion en el
Capitulo 4. Ademas, se consideré adicionar CaCl, para que el ion divalente Ca**

actuara como agente de entrecruzamiento en las cadenas poliméricas. Se le asigné un
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color en particular a cada formulacién empleando colorantes de grado alimentario para

facilitar la visibilidad en los experimentos

Tabla 4. Formulaciones de tinta de biomaterial propuestas.

% (Whv) 0/.° (Wiv) % (Wiv) Formulacion Color
NaCMC, (C) Alginato, (A) | CaCl2, (Ca)
0 C20A0Cag Amarillo
20 0
2 C20A0Ca; Azul
0 CoAz0Cag Rojo
0 20
2 CoAzCas Turquesa
0 Ca0A10Cag Morado
20 10
2 CrA10Cay Plata
0 Ci0A10Cag Rosa
10 10
2 CioA10Caz Dorado

b) Caracterizacion reolédgica

Determinar un perfil reoldgico del material es importante antes de iniciar con los
ensayos de bioimpresion. La viscosidad del material sera directamente proporcional a
la presion aplicada para su deposicion en la plataforma de impresion, lo cual impacta
en la viabilidad celular. Sabiendo que para la mayoria de técnicas de bioimpresion el
material estd sujeto a esfuerzos cortantes antes de ser depositado sobre la plataforma,
el comportamiento reoldgico que se espera encontrar es el que describe una curva no
newtoniana ‘shear-thinning’. En este comportamiento, la viscosidad del fluido
disminuye con el aumento de la velocidad de corte. Las propiedades reologicas se
relacionan con las cadenas poliméricas tridimensionales constituyentes del hidrogel de

NaCMC, su estructura molecular, su peso molecular y el grado de sustitucion.
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Ademas, el andlisis reologico permite identificar su modulo eldstico o de
almacenamiento (G’) y su modulo viscoso o de pérdida (G’’). Estos modulos
representan fisicamente el comportamiento del hidrogel; por un lado, G’ representa la
energia almacenada temporalmente durante el ensayo que estara disponible después
que la carga aplicada sea removida, compensando la deformacion inducida; por otro
lado, G*’ representa la energia perdida del sistema de manera irreversible, ya sea por
su uso en los cambios en la estructura interna o siendo disipada en forma de calor. La
relacion entre estos modulos se define como el factor de pérdida (J), valor que indica
la fraccion de energia perdida a partir de la deformacién aplicada y determina si el
componente elastico o viscoso predomina. El rango de valores oscila en 0 < § < 90°,

dando lugar a los siguientes casos:

Tabla 5. Comportamiento reoldgico seglin el factor de pérdida

6 Comportamiento
=0 Elastico
0-90 Viscoelastico
~90° Viscoso

En la literatura se suele expresar § en funcion de su tangente (tangente de pérdida) ,
como la razon entre ambos moédulos (Ec. 3):
Gn

tan(8) = = 3)

Se llevaron a cabo tres ensayos de caracterizacion reologica que brindan informacion
sobre las variables de interés del hidrogel para su uso previsto como tinta de
biomaterial: curva velocidad de corte vs viscosidad, médulo G” y G, ver Tabla 6. Se
utilizo el redmetro Discovery-HR1 (TA Instruments) del Laboratorio de Polimeros y

Bionanomateriales de la Pontificia Universidad Catolica del Perti (PUCP) (Figura 8).
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Tabla 6. Resumen de ensayos de caracterizacion reologica

Ensayo reoldgico

Variables de proceso

Resultado registrado

Barrido de
velocidad de corte

Shear rate (s™*): 1-500

Curva de viscosidad vs velocidad de
corte, comportamiento ‘shear-
thinning’

frecuencia angular

Barrido de Oscillation strain (%): 1-100 Rango de viscoelasticidad lineal
deformaciones (LVR)
Barrido de Angular frequency (rad/s): 0.1-100 [ Modulo de almacenamiento (G”) y

modulo de pérdida (G”), tangente de
pérdida (tand)

Figura 8. Reometro (Discovery-HR1) TA Instruments del Laboratorio de Polimeros y

Se reportan los resultados preliminares de un hidrogel (tinta de biomaterial) de sal
sodica de carboximetilcelulosa al 15% w/v, donde se analizaron muestras de 25 mm

de didmetro y aproximadamente 3-3.5 mm de espesor (Figura 9), las dimensiones de

Bionanomateriales

cada muestra fueron verificadas para minimizar las variaciones.
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Figura 9. Muestra de hidrogel de carboximetilcelulosa al 15% w/v empleada en el estudio reoldgico y

desarrollo del ensayo.

La Figura 10 denota un comportamiento donde se evidencia la caida pronunciada de
su viscosidad para velocidades de corte mayores a 5 s™!, seguida de una tendencia casi

constante de este valor a partir de velocidades de corte mayores a 40 s™'.

Figura 10. Curva de viscosidad vs velocidad de corte en ensayos de reologia del hidrogel de sal s6dica

de carboximetilcelulosa al 15% w/v

Por otro lado, se sometid el hidrogel a un barrido de deformacion para encontrar su
rango de viscoelasticidad lineal (LVR, por sus siglas en inglés) y su valor de
deformacion critica (yc) para usar luego estos datos en el ensayo oscilatorio de
frecuencia. EI LVR se determina identificando visualmente el punto del moédulo
elastico previo a su caida en funcién a la deformacion de cizalla aplicada, mientras que

el yc se considera como el punto de interseccion entre ambos mddulos representando
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la transicion de un comportamiento sélido a liquido (Shih, 1999). En la Figura 11, se
puede observar que el modulo G’ presenta valores mayores al moédulo G’” en todo el
rango de deformaciones aplicado, ambos describiendo comportamientos casi
constantes. En ese sentido, se considera que todo el conjunto de valores de

deformacion aplicado pertenece al LVR del material, sin encontrar un y. definido.

Figura 11. Evolucion de G’y G”” en funcidn al barrido de deformacion aplicado al hidrogel de sal

sodica de carboximetilcelulosa al 15% w/v

El ensayo de barrido de frecuencia angular se realizd a 25 °C con un valor fijo de
deformacion al 10% y se encontr6 que los médulos G’ y G’ eran dependientes de las
frecuencias aplicadas. Asimismo, se observa que a frecuencias bajas el sistema se
comporta predominantemente como un material elastico (G’ > G”’), sin embargo,
conforme se aumenta la frecuencia, el hidrogel adopta un comportamiento viscoso
predominante (G’ > G’) (Figura 12). Se registraron los modulos G’ y G’
caracteristicos del hidrogel tomando la mayor frecuencia angular del barrido (62 rad/s)

(Tabla 7)
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Figura 12. Evoluciéon de G" y G”” en funcidn de la frecuencia angular del hidrogel de sal sddica de

carboximetilcelulosa al 15% w/v

Tabla 7. Propiedades viscoelasticas del hidrogel de carboximetilcelulosa al 15%

Propiedad CMC 15%
G’ (Pa) 290
G’ (Pa) 451
tan (8) 1.56

Al analizar los resultados reologicos, se sustenta que el hidrogel de
carboximetilcelulosa al 15%, cumple con dos de tres caracteristicas deseables en un

hidrogel para ser depositado mediante una técnica de extrusion:

Tabla 8. Evaluacion de cumplimiento de caracteristicas reologicas deseables para deposicion por

extrusion del hidrogel de sal sodica de carboximetilcelulosa (15%).

Hidrogel NaCMC 15%

Caracteristica Resultado

La viscosidad aparente disminuye a medida que aumenta Cumple
la velocidad de corte

El médulo G’ presenta un valor finito a frecuencias bajas. Cumple

El factor de pérdida presenta un valor menor a 1 No cumple
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Se considera que las formulaciones de tintas de biomaterial propuestas (Tabla 4)
pueden incrementar el modulo elastico G’ en relacion al modulo viscoso G’ y con
ello, reducir el factor de pérdida a un valor menor a 1 para satisfacer la caracteristica
reologica deseable restante del hidrogel formulado, demostrando su potencialidad para
ser imprimible. Esto porque a diferencia de la CMC al 15%, se contemplan diferentes
concentraciones, la adicion de un agente entrecruzante o la combinacidon con otro

polimero.

c) Caracterizacién de hinchamiento:

La tasa de hinchamiento se define como el aumento porcentual del peso del hidrogel
debido a la absorcion de agua. En este ensayo se evaluaron una a una todas las
formulaciones propuestas de tintas de biomaterial (Tabla 4) mediante gravimetria.
Antes de sumergirlas en medio liquido, se registro el peso de la muestra de hidrogel
seco (Ws) a caracterizar utilizando una balanza analitica. Se colocd la muestra en un
vaso de precipitado con 40 mL de agua destilada a temperatura ambiente. Después de
15 minutos, se retird para registrar su peso (Wh@is) y volverla a sumergir por 15
minutos adicionales y pesarla nuevamente (Wn@30). Usando la Ec 4., se determina el

% de la tasa de hinchamiento de cada hidrogel

Wy — Ws

Tasa de hinchamiento (%) = =*-— x 100 (4)

Los resultados en la Figura 13 muestran un incremento de la tasa de hinchamiento de
todas las formulaciones en la primera medicion gravimétrica, con valores desde 2%
(C20A0Cap) hasta 31% (C20A10Caz). Al analizar la segunda medicion, se revela que
solo para la formulacion de Ci0A10Caz el comportamiento continud con una tendencia
incremental, aumentando de 7% a 15%; el resto de los casos describio tasas de
hinchamiento que se mantuvieron en valores cercanos al anterior (CoA2Caz y
C20A10Cap) mientras que otros disminuyeron moderadamente (C20A10Caz y CoA20Cap)
e incluso se evidenciaron disminuciones que exhiben pérdidas de masa considerables
resultando en pesos menores a los registrados al inicio del ensayo (Ca0AoCap ,

CaAoCaz y Ci0A10Cap).
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Figura 13. Tasa de hinchamiento de las formulaciones propuestas bajo agua destilada a temperatura

ambiente (25 C°) respecto al tiempo transcurrido (15 y 30 min).
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CAPITULO 3

MANUFACTURA EMPLEANDO TECNICAS DE INGENIERIA DE
TEJIDOS

El presente capitulo se centra en la determinacion del tipo de técnica de bioimpresion
a emplear segun las consideraciones definidas en base al enfoque de constructos de
tipo vascular, organico y para ensayos in vitro. Ademads, se proponen y desarrollan
ensayos de fidelidad de impresion, los cuales son necesarios para evaluar a las
formulaciones planteadas y su viabilidad para ser utilizadas en la manufactura de los

constructos finales.

3.1 Procesamiento

El procesamiento tiene como productos finales el desarrollo de ensayos de fidelidad
de impresion, la determinacion de un perfil de pardmetros optimo de bioimpresion
segin la biotinta(s) o tinta(s) de biomaterial a utilizar y su configuracién en el

hardware, y finalmente la bioimpresion del constructo final.

3.1.1 Disefio Integral

Actualmente, existen técnicas de bioimpresion tradicionales (Li et al., 2016) y
emergentes (Ayan et al., 2020; Bernal et al., 2019; Shapiro et al., 2021) cada una con
distintas ventajas y desventajas, por ello, es importante definir previamente los
requerimientos de procesamiento para seleccionar la técnica apropiada asi como sus

parametros de operacion.

Con la finalidad de proponer un proceso de manufactura adecuado para producir los
tres tipos de constructos, se consideran ciertos requerimientos y caracteristicas. A
continuacion se presenta de manera detallada los requerimientos a tomar en cuenta

para seleccionar la técnica adecuada:

e Habilidad para utilizar dos 0 mas materiales:
La capacidad multimaterial del método de fabricacion permitird construir la
estructura principal de los constructos y las estructuras de soporte necesarias

para evitar su colapso.
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e Libertad de generar geometrias complejas
Las geometrias pueden llegar a alcanzar un nivel de complejidad alto que deben
poder ser reproducidas con la técnica adecuada. En el caso del constructo
vascular, puede incluir bifurcaciones o formas conicas (diametros distal y
proximal distintos) mientras que el constructo organico incluird
inherentemente patrones curvos anatomicos y zonas voladizas. Por otro lado,
el constructo para ensayos in vitro puede contener canales huecos o

compartimentos que estan embebidos o interconectados.

e Alta resolucion
Las paredes de las principales arteriales humanas, asi como los
compartimientos o canales para plataformas in vitro, estdn en el orden de
milimetros, por ello, la resolucion milimétrica es importante para posicionar de
manera precisa la tinta de biomaterial segun la microarquitectura de los disefios

preconfigurados.

La presente seccion busca seleccionar la técnica de bioimpresion mas adecuada para
manufacturar cada uno de los constructos propuestos y que satisfaga los
requerimientos definidos previamente. A partir de ella, se definen los ensayos de
fidelidad de impresion que servirdn para encontrar la formulacion de tinta de
biomaterial Optima y su perfil de pardmetros adecuado que se usara para manufacturar

los constructos finales.

a) Técnica de bioimpresion:

Se han analizado distintos enfoques para la manufactura de estructuras tubulares,
orgénicas y rectangulares empleando modalidades de bioimpresion (Holland, 2018).
Entre ellos, se encuentra la modalidad de incrustacion reversible de forma libre de
hidrogeles en suspension (FRESH), la cual permite extruir hidrogeles de baja
viscosidad en una interfaz hidrogel-hidrogel para formar geometrias complejas
permitiendo a su vez alcanzar tamafios clinicamente relevantes; la modalidad Kenzan,
la cual se caracteriza por trabajar con esferoides celulares, colocandolos sobre una
configuracion organizada de microagujas (Kenzan) con didmetro especifico y

distancias de separacion pre-establecidas; la técnica de deposicion sobre varilla
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rotatoria, en donde se utiliza un elemento en constante rotaciéon que proporciona
soporte temporal a la biotinta depositada en sus paredes para formar una estructura 3D
cuando es retirado; la modalidad coaxial o triaxial, en donde dos o tres boquillas
concéntricas extruyen material simultdneamente siendo el material interno de
sacrificio, de manera que al ser removido quede una estructura hueca; y finalmente la
modalidad convencional de deposicion directa, la cual implica la adicién secuencial
capa a capa en una interfaz hidrogel-aire. Todas las modalidades antes mencionadas,

a excepcion de la Kenzan, trabajan bajo el principio de extrusion de material.

La extrusion es la técnica mayor utilizada en el campo de la bioimpresion. A diferencia
de otras técnicas de bioimpresion consolidadas como inkjet o asistida por laser, puede
utilizar mas de un material, generar estructuras complejas y de tamafios clinicamente
relevantes, tiene menor costo, permite depositar materiales viscosos y su curva de
aprendizaje es menor. Aunque tenga una resolucion menor que las otras técnicas (Li,
2021), para este tipo de constructos no representa una limitante, pues la escala
micrométrica solo cobra mayor importancia para estructuras que requieren un alto
nivel de detalle, como los capilares sanguineos, los canales microfluidicos de bajo
calibre, etc. Por ello, se propone emplear la técnica de extrusion para bioimprimir los

constructos, en particular bajo la modalidad convencional de deposicion directa.

b) Ensayos de fidelidad de impresién:

Se presenta un enfoque de ensayos cualitativos y cuantitativos que evaluan de manera
integral diferentes aspectos de la fidelidad de impresion sobre las cuales las
formulaciones propuestas (Tabla 4) fueron sometidas. Entre los aspectos destacan la
formacion y homogeneidad de filamento, la precision de impresion y la integridad de
forma, siguiendo una escala unidimensional, bidimensional y tridimensional,

respectivamente (Figura 14).

Se tomaron imagenes de las estructuras impresas en cada ensayo utilizando una cadmara
de 25 Mpx inmediatamente después de la impresion para evitar capturar su colapso no
deseado. Su posterior andlisis de mediciones se realizo con el software ImageJ®
(version 1.53k, National Institutes of Health, Bethesda, MD), a menos que se indique

lo contrario.
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Figura 14. Esquema del flujo de evaluacion de la fidelidad de impresion de biotintas o tintas de

biomaterial para bioimpresion basada en extrusion

Formacion y homogeneidad de filamento: Efecto de la velocidad,
presion y distancia en Z sobre el filamento
El primer paso para estudiar el comportamiento de los materiales al ser
impresos es analizar el efecto de parametros como la presion, la velocidad
y la distancia a la plataforma (distancia en z o z offset) sobre estos y ademas
encontrar el conjunto de valores que producen los mejores resultados para

ser empleados en los siguientes ensayos.

El presente ensayo se subdivide en tres pruebas, donde en cada una se evalua
el efecto de solo un parametro (presion, velocidad o distancia en Z) mientras
se mantienen fijos los otros dos. Se consideraron variables independientes
transversales a las tres pruebas: la temperatura del extrusor y de la
plataforma (25 °C), el calibre de la boquilla de impresion (0.41 mm) y la

altura de capa (0.2 mm).



34

Se disenaron modelos unidimensionales para ser impresos: 1) linea recta
para los ensayos de velocidad y presiones (Figura 15), y 2) letra J invertida
con angulos rectos para el ensayo de distancia en Z (Figura 16). Las
caracteristicas geométricas evaluadas cualitativamente o cuantitativamente

incluyen la uniformidad y el grosor, respectivamente.

Figura 15. Geometria utilizada para el ensayo de variacion de velocidad y variacion de

presion (medidas en mm), (a) vista lateral, (b) frontal y (c) ortogonal.

Figura 16. Geometria utilizada para el ensayo de variacion de distancia entre el cabezal y

la plataforma (medidas en mm), (a) vista superior, (b) frontal y (c) ortogonal.

El grosor describe el tamafio real de los filamentos, y su similitud con el
modelo disefiado, para su evaluacion se tomaron los didmetros en cinco
puntos distintos mediante el andlisis in silico de cada imagen y se registraron

las medidas promedio y la desviacion estandar.

La uniformidad describe la consistencia del material a lo largo del trayecto
y en las regiones con esquinas, se busca sean idealmente angulos rectos. Esta
caracteristica fue evaluada por inspeccion visual y clasificada en las
siguientes categorias: homogénea/heterogénea, y escasa/normal/semi

excesiva/excesiva.
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Precision de impresion: Fusion de filamento

La precision de impresion es un aspecto determinante para generar
constructos con las dimensiones deseadas, para ello es importante estudiar
la estabilizacion del material después de ser dispensado, particularmente
cuando entra en contacto con filamentos adyacentes. Existen ensayos
basados en analizar estructuras macroporosas planas que permiten evaluar
de manera cualitativa y cuantitativa la precision de impresion. Se llevo a
cabo el ensayo de fusion de filamento que consistié en imprimir dos capas
consecutivas de un patrén en el que la distancia entre filamento y filamento
variaba de 1 a 5 mm con incrementos de 1 mm (Figuras 17a y b). La
orientacion del patron variaba entre 0° y 90° en cada capa para dar lugar a
los macroporos a ser analizados con dimensiones tedricas de 5x5, 4x4, 3x3,

2x2 y 1x1 mm? (Figura 17c¢).

Figura 17. Geometrias utilizadas para el ensayo de fusion de filamento (medidas en mm).
Vista superior de: (a) primera y tercera capa, (b) segunda y cuarta capa, (c) geometria

final.

Dichos macroporos permiten analizar el indice arquitectura de poro (Ap),
sabiendo que la circularidad (C) de un area cerrada estd definida por la Ec.

5:

__4m-A

=7 )




36

donde, P es el perimetro, A el area, y que para una forma cuadrada, la
circularidad (C) es igual a m/4. A partir de ello, se ha definido Ap en la Ec.

6, tomando como referencia la circularidad de un cuadrado:

T 1 p?
AP_Z'E_16'A (6)

Una alta precision de impresion daria como resultado un indice Ap = 1
(geometria de poro cuadrada), mientras que Ap < 1 y Ap > 1
corresponden a una geometria de forma mas redonda o
irregular (Figura 18). De esta manera, la medicion de la
circularidad de los poros tomando como referencia un
cuadrado ideal proporciona una estimacién de la

precision de impresién en el plano x—vy.

Figura 18. Ejemplos de posibles resultados del ensayo de fusion de filamento segun la

geometria del macroporo: redonda (Ap<1), cuadrada (Ay=1) o irregular (A,>1).

La tasa de difusion de filamento (Df;) es una propiedad que se puede obtener
del mismo ensayo y complementa a Ap. Es util porque los filamentos
perpendiculares superpuestos suelen fusionarse y, dependiendo de sus
caracteristicas reologicas y de su tension superficial, pueden dar lugar a

intersecciones curveadas que potencialmente logren cerrar el macroporo.

Df. = 2242 % 100% (7)

A
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donde Ay A. representan a las 4reas tedricas y experimentales de los
macroporos, respectivamente. El Df; de un macroporo ideal, sin ningin

filamento esparcido, es 0 (es decir, A = Aa).

Las formulaciones se imprimieron con las variables optimizadas de presion,
velocidad y distancia a la plataforma segun los resultados de los ensayos

previos.

Integridad de forma: Colapso de filamento

La identificacion del factor de colapso indica la capacidad del filamento de
mantener su forma contrarrestando la gravedad. Esta propiedad puede ser
analizada cuantitativamente mediante el ensayo de colapso de filamento, el
cual consiste en imprimir un patrén lineal de filamento sobre una estructura
conformada por pilares separados y calcular el area debajo del mismo. Se
disefid una estructura usando el software CAD/CAM/CAE Autodesk®
Fusion 360™ con pilares de 2 mm de grosor y 5 mm de alto distanciados
por 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mm y se imprimi6 en 3D con una impresora
Polyjet (Objet350 Connex3, Stratasys Ltd., USA) utilizando resina
fotocurable (Vero™, Stratasys Ltd., USA).

El factor de area de colapso (F¢) denota el porcentaje de area experimental
en relacion al area tedrica. Se determin6 usando la Ec 4:
AS — AS

F, = 22X 100% (4)

t

donde A es el area actual obtenida experimentalmente y Af es el area
tedrica, ambas estan delimitadas a los lados y en la base por las paredes de
la estructura diferenciandose en que el lado superior de Af es una linea recta
horizontal imaginaria mientras que el de AS es el filamento que se deposita

entre los pilares.

Se ejemplifican los casos de comportamiento de un filamento real y de un

filamento parcialmente colapsado en las Figuras 19a y b, respectivamente.
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Las éreas asociadas a las separaciones A5 de ambos casos se comparan con

el Af en la Figura 19c.

Figura 19. Ejemplos del ensayo de colapso con: (a) filamento ideal y (b) filamento
parcialmente colapsado; (c) areas analizadas para hallar el factor de colapso basadas en

los ejemplos (medidas en mm)

En el caso de que los filamentos depositados no alcancen a ser continuos
entre dos pilares consecutivos, se considera A; como 0 mientras que el

factor del area de colapso se determina como 100 %.

Las formulaciones se imprimieron con las variables optimizadas de presion,
velocidad y distancia a la plataforma seglin los resultados de los ensayos

previos.

Integridad de forma: Impresion de estructuras tridimensionales de
interes biomédico

Una vez realizadas las pruebas de caracterizacién antes mencionadas, la
formulacion que exhibi6é mejor fidelidad de impresion es seleccionada para
fabricar constructos acelulares tridimensionales. Los modelos a imprimir se
detallan con medidas en las Figuras 20-22 segln los disefios propuestos

previamente.
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Figura 20. Disefio CAD del constructo vascular para el ensayo de integridad de forma

(medidas en mm)

Figura 21. Disefio del constructo organico para el ensayo de integridad de forma

(medidas en mm)

Figura 22. Disefio CAD del constructo para ensayos in vitro para el ensayo de

integridad de forma (medidas en mm)

3.1.2 Desarrollo

Se utilizo la bioimpresora Allevi 3 del Instituto de Ciencias Omicas y Biotecnologia
Aplicada (ICOBA) de la PUCP para materializar el constructo. Esta bioimpresora tiene
tres extrusores con control de temperatura regulable (4-160 °C) los cuales que permiten
la bioimpresion de una amplia gama de biotintas y tintas de biomaterial, estan

integrados con LEDs de luz azul (405 nm) y UV (365 nm) en caso se requiera de dicho
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mecanismo de entrecruzamiento. Su principio de extrusion es neumatico y su rango de

funcionamiento es de 1-120 psi.

a) Formacion y homogeneidad de filamento: Efecto de la velocidad, presion y
distancia en Z sobre el grosor del filamento
Los resultados reportados en la Tabla 9 y la Figura 23, denotan que la presion
neumatica influye de manera directamente proporcional en el grosor de los filamentos,
independientemente de las concentraciones de los hidrogeles constituyentes o de la
adicion de CaCl, como agente de entrecruzamiento. Cualitativamente, se puede
identificar que dos de las tres formulaciones que incluyen alginato y CaCl, producen
filamentos heterogéneos (o no uniformes) en todo el rango de presiones aplicadas,
mientras que la homogeneidad predomina en las cinco restantes. Asimismo, la mayoria
de casos describen deposiciones excesivas y semi excesivas, siendo solo las
formulaciones con presencia de NaCMC y alginato sin adicion de CaCl, las que
alcanzaron deposiciones normales a menores presiones, teniendo en cuenta que el
grosor ideal es de 0.2 mm. Se evidencia también que con las presiones minimas
aplicadas a cada formulacion, no se alcanza una deposicion identificable, a excepcion

de la formulacion CaioA10Cao, las cuales fueron excluidas del analisis cuantitativo.

El andlisis cuantitativo reafirma la relacion directamente proporcional mencionada
previamente. Las mediciones promedio del grosor superaron hasta en 1020% (2.049 +
0.0298 mm) al grosor ideal en el caso mas critico (CioA10Cao) mientras que el
filamento mas cercano (CoA20Caz) lo supero en 250% (0.499 + 0.1296 mm). Ademas,
se identifica una relacion entre la clasificacion cualitativa homogéneo/heterogéneo y
la desviacion estandar, donde a minimas desviaciones el filamento describe un aspecto
homogéneo y viceversa como en los casos de las formulaciones predominantemente
homogéneas: Cz0A10Cap y C20AoCaz, y de las predominantemente heterogeneas:
CoA2Caz y CioA10Caz, en todo el rango de presiones. En base a los resultados, se
seleccionaron los valores de presion Optimos para continuar con la prueba de velocidad

variable (Tabla 10).

Enla Tabla 11 y la Figura 24 se reportan los resultados del efecto de la velocidad sobre
el grosor del filamento, a partir de los cuales se evidencia una relacion inversamente

proporcional para todas las formulaciones. Similarmente al efecto de la presion, se
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identifica una deposicion heterogénea en formulaciones con presencia de alginato y
CaCl,, sin embargo, no se encontr6 una predominancia de homogeneidad en el resto
de las formulaciones a diferencia de la prueba antes descrita. La seleccion de presiones
Optimas permitio disminuir los casos de deposiciones excesivas en un 70%, siendo la
formulacion Cz0AoCao la que tuvo mayor cantidad de estos (4). Asimismo, se
produjeron deposiciones de filamento no identificables con maximos de velocidades

que fueron excluidas del analisis cuantitativo.

El andlisis cuantitativo reafirma la relacion inversamente proporcional detallada
previamente. Las mediciones promedio del grosor superaron hasta en 897% (1.793 +
0.2563 mm) al grosor ideal en el caso mas critico (C20A0Cao) mientras que el filamento
mas cercano (CoA20Caz) lo superd en 115% (0.230 £ 0.1218 mm). En base a los
resultados, se seleccionaron los valores de velocidad dptimos para continuar con la

prueba de altura de capa variable (Tabla 12).
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Tabla 9. Analisis cualitativo del efecto de la presion sobre el grosor del filamento. Hm: Homogénea, Ht: Heterogénea; Es: Escasa, N: Normal, SE: Semi Excesiva,

E: Excesiva
Formulaciones C20A0Cao C20A0Caz
Presion (psi) 80 70 60 50 40 30 20 100 90 | 80 70 60 50 40
Hm Hm Hm Hm Hm X X Hm Hm | Hm Hm Ht X X
Deposicion
E E E SE SE X X E E E SE SE X X
Formulaciones CoA20Cao CoAxCaz
Presidn (psi) 110 100 90 80 70 60 50 110 100 | 90 80 70 60 50
Hm Hm Hm Hm Hm Hm X Ht Ht Ht Ht Ht X X
Deposicién
E E E SE SE SE X E E SE SE N X X




Formulaciones C20A10Cao C20A10Caz
Presion (psi) 120 110 100 90 80 70 60 50* 40* | 30* 20* 10*
Hm Hm Hm Hm Hm Ht X Ht Hm X X X
Deposicion
SE SE SE N N N X E SE X X X
Formulaciones C10A10Cao C10A10Caz
Presidn (psi) 90 80 70 60 50 40 30 80 70 60 50 40 30 20
Hm Hm Hm Hm Hm Hm Hm Ht Ht Ht Ht Ht X X
Deposicién
E E E E SE N N E E E SE SE X X
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Figura 23 Analisis cuantitativo del efecto de la presion sobre el ancho del filamento

Tabla 10. Valores de presion seleccionados para cada formulacion
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Formulacion

C20A0Cao

C20Ao0Caz

CoA20Cao

CoAzCaz

C20A10Cao

C20A10Caz

Ci10A10Cao

CiAwCaz

Presion seleccionada (psi)

50

70

80

90

90

40

40

50




Tabla 11. Andlisis cualitativo del efecto de la velocidad sobre el grosor del filamento. Hm: Homogénea, Ht: Heterogénea, Es: Escasa, N: Normal, SE: Semi
Excesiva, E: Excesiva

Formulaciones C20A0Cao C20A0Caz
Velocidad 10 9 8 7 6 5 4 10 9 8 7 6 5 4
(mm/s)
Hm Hm Hm Hm Hm Hm Ht X X Ht Ht Ht Hm Hm
Deposicion
SE SE SE E E E E X X N N N N SE
Formulaciones CoA20Cao CoAxCa
Velocidad 10 9 8 7 6 5 4 7 6 5 4 3 2 1
(mm/s)
X X Ht Hm Hm Hm Hm X X Ht Ht Ht Ht Ht
Deposicién
X X SE N SE SE SE X X N N SE SE E




Formulaciones C20A10Cao C20A10Caz
Velocidad 10 8 7 6 5 4 10 9 8 7 6 5 4
(mm/s)
X X X Ht Hm Hm X Ht Ht Ht Ht Ht Ht
Deposicién
X X X SE N N X SN N SE N SE SE
Formulaciones C10A10Cao C10A10Caz
Velocidad 7 5 4 3 2 1 9 8 7 6 5 4 3
(mm/s)
X Ht Ht Hm Hm Hm X X X Ht Ht Hm Ht
Deposicién
X N SE SE SE E X X X SE SE SE SE
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Figura 24. Analisis cuantitativo del efecto de la velocidad sobre el ancho del filamento

Tabla 12. Valores de velocidad seleccionados para cada formulacion

Formulacién C20A0Cao C20A0Caz CoAxCao | CoAxCaz C20A10Cao C20A10Caz | CwA10Cao | CiroACaz

Velocidad seleccionada (mm/s) 10 5 6 2 5 4 3 4
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El efecto de la distancia de impresion sobre el ancho del filamento se muestra en la
Figura 25 y en la Tabla 13. No se identifica una tendencia de proporcionalidad al variar
la distancia de impresion respecto al grosor del filamento. Sin embargo, se puede decir
que la mayoria de las geometrias impresas a la distancia maxima (0.25 mm) describen
esquinas con curvas redondas asi como deposiciones semi-excesivas y excesivas. Esto
podria estar relacionado con que a esta separacion se tiene menos contacto con la
plataforma de impresion, lo que aleja mas el punto inicial de deposicion de material,
resultando en su acumulacion progresiva a lo largo de la trayectoria. En base a los
resultados, se mantuvo el valor de altura de capa con el que se venia trabajando (0.2

mm) para continuar con las siguientes pruebas.

Figura 25. Analisis cuantitativo del efecto de la distancia a la cama de impresion sobre el ancho del

filamento



Tabla 13. Analisis cualitativo del efecto de la distancia a la plataforma de impresion sobre el grosor del filamento.
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Distanciaala C20A0Cao C20A0Caz
plataforma (mm) , . _ .
Resultado Esquinas Deposicién Resultado Esquinas Deposicion
0 Redonda | Semi-excesiva Fina Normal
Heterogénea Heterogénea
0.05 Redonda Excesiva Fina Normal
Homogénea Homogénea
0.1 Redonda Excesiva Fina Normal
Homogénea Homogénea
0.15 Redonda Excesiva Fina Normal
Homogénea Homogénea
0.20 Redonda Excesiva Redonda Normal
Homogénea Homogénea
0.25 Redonda Excesiva Redonda Semi-excesiva
Homogeénea Homogénea
CoA20Cao CoA2Ca2
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Distanciaala Resultado Esquinas Deposicién Resultado Esquina Deposicion
plataforma (mm)
0 Fina Normal Fina Excesiva
Homogénea Heterogénea
0.05 Redonda | Semi-excesiva Fina Semi-excesiva
Homogénea Heterogénea
0.10 Fina Normal Fina Normal
Homogénea Heterogénea
0.15 Redonda Normal Redonda Excesiva
Heterogénea Heterogénea
0.20 Redonda Excesiva Fina Semi-exqesiva
Heterogénea Homogénea
0.25 X X Fina Excesiva
Homogénea
C20A10Cao C20A10Caz
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Distanciaala Resultado Esquinas Deposicién Resultado Esquina Deposicion
plataforma (mm)

0 Fina Norm,al Redonda Seml—exc,eswa
Homogeneo Heterogénea
0.05 Fina Normal Redonda Semi-excesiva
Heterogéneo Heterogénea
0.10 Fina ) ergel Redonda Semi-excesiva
Heterogéneo Heterogénea
0.15 Redonda Gscace Redonda Semi-excesiva
Heterogéneo Heterogénea

0.20 X X Redonda Excesiva
Heterogénea

0.25 X X Redonda Excesiva

Heterogénea
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Distancia a la C10A10Ca0 C10A10Caz

plataforma (mm) . L . .,
Resultado Esquinas Deposicién Resultado Esquina Deposicion
0 Redonda Semi-excesiva Redonda Semrexcgswa
Homogenea Heterogénea
0.05 Redonda Semi-excesiva Redonda Seml—exc,eswa
Homogenea Heterogénea
0.10 i Normal Redonda Seml—exc’eswa
Homogenea Heterogénea
0.15 Bl Normal Redonda Semrexcg:swa
Homogenea Heterogénea
0.20 Redonda Semi-excesiva Redonda Semrexqeswa
Homogenea Heterogénea
0.25 Redonda Semi-excesiva Redonda Semi-excesiva

Homogenea

Heterogénea
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b) Precision de impresion: Fusion de filamento

Las estructuras impresas en forma de gradillas describen macroporos variables segun
el tipo de formulacion empleada, sin embargo, se identifica que para todos los casos,
el macroporo de menor tamafio (1x1 mm?) no se alcanza a formar, resultando con Df,
=100% y A, =0 (Figuras 26 y 27). Se observa que las formulaciones con presencia
de agente entrecruzante CaCl; al 2% formaron lineas ininterrumpidas y homogéneas
que dieron lugar a una cantidad igual o mayor de macroporos viables cuando se les
compara con sus contrapartes sin CaCl, (Tabla 14). La Df, disminuye en relaciéon al
aumento del tamafo de macroporo, a diferencia del indice A, cuyos valores se
mantienen en su mayoria en el rango admisible definido en la literatura: 1+0.1
(Ouyang, 2016). Cuantitativamente, la formulacion C20A10Caz muestra a la mayoria de
sus indices de A, (1.04, 1.08 y 1.10) dentro del rango antes mencionado, lo que implica
una geometria casi cuadrada (ideal) de los macroporos. Ademads, al comparar dicha
formulacion con aquellas tuvieron indices Ap similares, como C20AoCaz y CoAz0Cao,
exhibe una difusion visualmente imperceptible, lo cual es validado al revisar sus

valores de Df..

Figura 26. Andlisis cuantitativo del ensayo de fusion de filamento: Tasa de difusion (%)



Arquitectura de poro

1.5= CzoAgCay wmm CpAgCa, mmm  CyhyCay CpAzCa;
14 e CyoAqpCag === CyAqCa; === CypAqCay C19AqpCay

1.3+ Regién aceptable
1.2 de

arquitectura de poro
1.1-
1.0
0.9+
0.8
0.7
0.6
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1 T

A1 A2 A3 Ad AS

Poro

Figura 27. Analisis cuantitativo del ensayo de fusion de filamento: Arquitectura de poro
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Tabla 14. Ensayo de fusion de filamento (4reas viables de los macroporos sombreadas en blanco)

Fusiéon de
Filamento

Formulaciones

C20A0Cao

C20A0Caz

CoA20Cao

CoA2Ca2

Macro-
poros

Vista
Lateral

C20A10Cao

C20A10Caz

C10A10Cao

C10A10Caz

Macro-
poros

Vista
Lateral
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c) Integridad de forma: Colapso de filamento

La observacion cualitativa del ensayo de colapso (Tabla 15) permite identificar que las
formulaciones C20A10Cao y Ci0A10Cao no son capaces de mantener la integridad del
filamento en ninguna separacion, mientras que la formulacion Cy0AoCao colapsa a
partir de 3 mm. El mismo escenario ocurre para las formulaciones Cz0AoCaz y
CioA10Caz con valores de separacion de 4 mm en adelante. El resto de las
formulaciones conservaron filamentos capaces de recorrer los espacios entre todos los
pilares. En el caso de la composicion CoA20Caz, se calcularon valores de Fc en el rango
de 8 a 36% que disminuian conforme se incrementa la distancia de separacion (Figura
28), sin embargo, se identifican visualmente discontinuidades en el filamento sobre el
segundo y cuarto pilar. Por otro lado, la formulacién CoA20Cao muestra valores de Fc
(0-3%) que sugieren un buen desempeio en el ensayo; sin embargo, al contratarlos
con los resultados cualitativos, se demuestra que si bien alcanza a formar un filamento
continuo entre los pilares, el grosor mismo es casi imperceptible, lo que lo hace
susceptible a rupturas. Por el contrario, la formulacion C2oA10Caz genera un filamento
casi recto que da lugar a valores de Fc nulos: 0%, en las separaciones desde 1 hasta 3

mm, asi como valores minimos: 4 y 8%, en las separaciones de 4 y 5 mm.

Cz0AgCay  mmmm CyAjCa; === CohyCay CoAzCa;
s CyoAqpCag === CyoAqoCay CioA10Cayg Cig AqoCay

-
xR W O
o o o
[ [ 1

Factor de Colapso (%)
3
[

1 2 3 4 5
Distancia de separacién {mm)

Figura 28. Anélisis cuantitativo del ensayo de integridad de forma: colapso de filamento



Tabla 15. Ensayo de colapso de filamento
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Formulaciones

Colapso de Filamento

C20A0Cag

Ca0AoCaz

CoAx0Cag

CoAzoCaz

C20A10Cap

Ca0A10Ca

Ci0A10Cap

CioA10Caz
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d) Integridad de forma: Impresion de estructuras tridimensionales de interés
biomédico

Analizando el desempefio de todas las formulaciones en los ensayos anteriores, bajo

criterios que se discuten en el Capitulo 4, se determind que la tinta de biomaterial de

composicion CyAioCaz seria la empleada para el ensayo de manufactura de los

constructos propuestos: vascular, organico y para ensayos in vitro. Se registraron las

dimensiones de cada constructo impreso y se compararon porcentualmente tomando

como referencia los disefios preconfigurados (Figuras 20-22).
El constructo vascular exhibi6 50, 92 y 117% de desviacion, en relacion al diametro

interno, altura y didmetro externo, respectivamente, siendo la dimension mas

comprometida la del diametro interno (Figura 29).

Figura 29. Impresion con C20A0C; del constructo vascular planteado.
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El constructo organico exhibi6 121, 124 y 114% de desviacion, en relacion al largo,
ancho y altura, respectivamente, siendo la dimension mas comprometida la del largo

interno (Figura 30).

Figura 30. Impresion con CxA19C> del constructo organico planteado.

El constructo para ensayos in vitro exhibidé 98, 135% y 103% de desviacion, en
relacion al largo, ancho, y altura, respectivamente, siendo la dimension mas

comprometida la del ancho (Figura 31).



Figura 31. Impresion con Cx0A9C> del constructo para ensayos in vitro planteado.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se abordaron las etapas de preprocesamiento y procesamiento
de una metodologia general para el desarrollo de constructos con tecnologias de
bioimpresion bajo el enfoque de estructuras comtinmente empleadas en ingenieria
biomédica representativas de aplicaciones in vivo e in vitro: estructura vascular,
estructura organica, estructura para ensayos in vitro. Experimentalmente, se
formularon ocho tintas de biomaterial a base de combinaciones entre
carboximetilcelulosa, alginato y cloruro de calcio, para ser sometidas a algunos
ensayos de caracterizacion y determinar cudl de ellas seria viable de usar para la

fabricacion de los constructos tridimensionales.

El analisis reoldgico realizado como parte de la etapa de preprocesamiento permitid
conocer el comportamiento y las magnitudes asociadas a la viscoelasticidad de un
hidrogel formulado a base de sal sodica de carboximetilcelulosa al 15%. La
significancia de dichos resultados, si bien es independiente del tipo de la técnica de
bioimpresion a implementar, es discutida bajo el enfoque de extrusion planteado para
la presente tesis. La curva mostrada en la Figura 10, describe tres regiones: una region
inicial donde la viscosidad incrementa hasta su valor maximo, una region media donde
su viscosidad aparente disminuye en funcion a la velocidad de corte, y una region final
donde el valor de la viscosidad tiende a ser una constante. Contrastando con la
literatura, la primera region no es propia de un comportamiento de ‘shear-thinning’ de
fluidos no newtonianos, pues en esta, la viscosidad (1) deberia ser constante ante los
cambios de velocidad de corte (Galindo-Rosales, 2021). Por otro lado, diversos autores
han reportado curvas de viscosidad de sus biotintas donde se observa Gnicamente a la
region media (Paxton, 2017; Kessel, 2020; Kesti, 2016) y en algunos casos, esta es
seguida por la region final (Jin, 2017, O'Connell, 2016; Montero, 2019). Por otro lado,
la ausencia del valor yc en el ensayo de barrido de deformacion limita la obtencion de
informacion util y el célculo de parametros asociados que permiten predecir el
comportamiento del material en los ensayos de fidelidad de impresion. Por ejemplo,
Mouser et al demostrd que yc tiene un rol crucial en la formacion y deposicion de
filamentos, mientras que Ribeiro et a/ propuso un modelo tedrico simplificado que

relaciona directamente el colapso del filamento con y.. Una de las caracteristicas mas
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importantes identificada en los materiales ‘imprimibles’ es que se mantenga una
relacion G’ >> G’ siempre que el material siga siendo capaz de fluir (Mazzocchi,
2018). Biotintas comerciales previamente caracterizadas tienen tangentes de pérdida
entre 0.30 y 0.45 (Hung, 2016). Por el contrario, el hidrogel evaluado (NaCMC 15%)
presentd un modulo viscoso G’ (451) superior al moédulo elastico G’ (290) y una
tangente de pérdida de 1.56, indicando un comportamiento viscoso predominante. A
pesar de que el ensayo reologico no se realizé con las ocho formulaciones propuestas,
los resultados obtenidos exhiben la necesidad de encontrar una formulacién con menor

tangente de pérdida y asi ser potencialmente imprimible.

La capacidad de absorcion de agua fue evaluada para todas las formulaciones
propuestas en términos del indicador porcentual de tasa de hinchamiento, obteniendo
resultados variables. La significancia de este indicador recae en la etapa de maduracion
de los constructos bioimpresos, puesto a que esta relacionada con la retencion de
nutrientes durante el periodo de incubacidon, la eliminacion de residuos y el
intercambio gaseoso (Schuurman, 2013). Sin embargo, tasas excesivas impactan
negativamente sobre la porosidad (reduciendo el tamafio de poro) y sobre la geometria
macroscopica del constructo, aumentando sus dimensiones. Los resultados no guardan
relacion con el comportamiento esperado segin la composicion de los hidrogeles, ya
que, el entrecruzamiento con CaCl o la presencia de dos polimeros deberian limitar
el espacio disponible en la red del hidrogel para la infiltracion de moléculas de agua,

resultando en menores tasas de hinchamiento.

Los hidrogeles en forma de filamento son los componentes basicos de la bioimpresion
por extrusion. A la fecha, en lo que respecta al conocimiento del autor, si bien se tienen
proyectos en desarrollo (ASTM WK72274), ninguna organizacion de estandares
internacional ha aprobado un método para evaluar la fidelidad de impresion de
biotintas para bioimpresion basada en extrusion. Por ello, fue fundamental proponer

un conjunto de ensayos para evaluar esta capacidad cada una de las formulaciones.

El primer ensayo buscOd determinar un perfil de pardmetros Optimo para cada
composicion, en términos de la presion, velocidad y distancia en Z. En ese sentido, el

criterio cualitativo priorizado fue la deposicion homogénea y normal del filamento,
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mientras que el cuantitativo fue la cercania al grosor ideal. Particularmente para la
seleccion de la presion Optima, se considerd el hipotético caso ideal en donde las
formulaciones contendrian células (biotintas). Por ello, se busco seleccionar aquellos
valores de presion minimos con los que se obtenian filamentos aceptables, sabiendo
que este parametro esta relacionado con el esfuerzo de cizallamiento que experimentan
las células al atravesar la boquilla y este ultimo reduce la viabilidad celular del
constructo. En lo que respecta a la seleccion de velocidad (de movimiento) 6ptima, no
se identificaron criterios adicionales a tomar en cuenta para maximizar una hipotética
viabilidad celular. Similarmente, la seleccion del valor de distancia en Z no implic6 un
analisis critico pues se identificd que el grosor de filamento era independiente de

parametro.

Los resultados del ensayo de precision de impresion (fusion de filamento) tuvieron
como principal determinante al CaCl> concentrado al 2% por su influencia en la
formacion de macroporos definidos. Esto puede explicarse por el entrecruzamiento de
cadenas poliméricas que es capaz de generar tanto en el alginato como en la NaCMC
dado a que la conformacioén quimica ambos contiene grupos carboxilo (-COO") que
forman enlaces i6nicos con cationes divalentes, en este caso, Ca**. El efecto mejora
cuando se combinan ambos polimeros, debido a que entre sus grupos carboxilo forman
enlaces de hidrogeno (Riyajan, 2013), haciendo al hidrogel hibrido atin mas estable.
En ese sentido, se comprobd que la formulacion CxAioCaz presenta los mejores
resultados en términos de sus valores de Df, y de A,. No obstante, las formulaciones
CaAoCaz y CoA20Cag tuvieron resultados muy cercanos por lo que podrian también

tomarse en consideracion.

El ensayo de integridad de forma que evalua el colapso del filamento es importante
para determinar qué formulacion es mas resistente a la deformacion axial del filamento
debido al efecto de la gravedad. Dicho factor es clave cuando se imprimen estructuras
con porosidad transversal cuyos filamentos que se extienden sobre un determinado
espacio entre dos estructuras subyacentes pudiendo cerrar los poros formados en la
direccion Z y comprometer la integridad estructural. Las estructuras de pilares
empleadas en otras investigaciones, varian respecto a las dimensiones de los espacios,

con tamafos de 1 a 16 y de 1 a 20 mm (Gonzalez-Fernandez, 2020; Nelson, 2021; Cai,
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2021; Ribeiro, 2017). Sin embargo, se implementd una estructura con tamanos de 1 a
5 mm siguiendo el enfoque de la presente tesis de constructos con dimensiones
reducidas que imposibilitan que su porosidad transversal interna tenga separaciones
mayores a 5 mm. Los resultados demuestran que la adicion de CaCl, tuvo un efecto
positivo sobre las formulaciones, similar a lo descrito en el ensayo de precision de
impresion. El agente entrecruzante permitioé que los filamentos completaran mayores
distancias sin llegar a colapsar o sin presentar uniones entre pilares casi imperceptibles.
Las formulaciones CioAi10Cap y CioAi10Cao llegaron a formar filamentos que
terminaron rompiéndose rapidamente dando lugar a gotas situadas sobre los pilares,
esto puede deberse a que las fuerzas de cohesion hidrogeles en forma de filamento
fueron inferiores a la tension adhesiva existente entre el pilar y el propio hidrogel.
Nuevamente, la formulacion C20A10Caz fue la que describié mejores resultados segiin

la evaluacion por inspeccion visual realizada y los valores de su Fc.

En base a los resultados obtenidos se determind que la formulacion Cx0A10Ca; era la
adecuada para la manufactura de los constructos tridimensionales como ultimo ensayo
de caracterizacion. El constructo vascular fue impreso en direccion vertical para
prescindir de material de soporte, sin embargo, dado a que el didmetro interno fue
menor al esperado, se deja evidencia que se requiere de la impresion multimaterial
para la inclusion de una tinta de biomaterial de sacrificio particularmente en la zona
interna del constructo que permita conservar el diametro especificado en el disefio.
Asimismo, no se descarta la impresion con la geometria en otra orientacion. Por otro
lado, el constructo organico se imprimio6 con la ayuda de material de soporte debido al
hélix anatomico que representaba un voladizo segun la orientacion configurada. Se
encontraron dimensiones aumentadas respecto al disefio preconfigurado, que pueden
estar atribuidas a la expansion de la tinta de biomaterial en zonas inferiores sometidas
al peso del resto de la estructura. Finalmente, respecto a la impresion del constructo
para ensayos in vitro se identifico el mismo evento de expansion de la tinta de
biomaterial, esto cobra mayor relevancia para este tipo de aplicacién puesto a que
frecuentemente se emplean técnicas de microfluidica para la interaccion de sistemas
vivos y no vivos, mientras menor sea la escala, mas comprometida se ve la

reproducibilidad y la funcionalidad de los dispositivos.
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron ensayos de caracterizacion multidimensionales que permitieron
evaluar cualitativamente y cuantitativamente la fidelidad de impresion de una serie de
tintas de biomaterial a base de sal sddica de carboximetilcelulosa, alginato y cloruro
de calcio en un sistema de impresion basado en extrusion. Ante la falta de estdndares
aprobados y consenso en la literatura actual sobre la definiciéon de fidelidad de
impresion, este conjunto de ensayos representa una herramienta integral que se puede

adoptar para multiples aplicaciones.

El uso del hidrogel compuesto por sal sddica de carboximetilcelulosa (20%), alginato
(10%) y cloruro de calcio (2%) evidencio6 tener el mejor desempeiio general en los
ensayos de caracterizacion multidimensional, siendo viable para la bioimpresion por
extrusion de constructos de interés biomédico de tipo vascular, organico y para
ensayos in vitro que destacan por su potencial uso en aplicaciones clinicas y de

laboratorio debido a su alta capacidad de personalizacion estructural.
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RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Todos los factores abordados tienen relevancia en la evaluacion general de
formulaciones de hidrogel para ser empleadas en bioimpresion por extrusion. No se
debe dejar de tomar en consideracion que por mas excelente que sea la fidelidad de la
impresion del material, es de poca utilidad como biotinta si no puede facilitar el
crecimiento y la regeneracion de tejidos, por ello, las decisiones tomadas fueron bajo
criterios que consideraron la futura inclusion de células en el proceso para el desarrollo

de prototipo con potencial de traslacion al entorno clinico.

El ensayo reoldgico estuvo limitado a la evaluacion de una Uinica muestra, es necesario
la caracterizacion de las ocho formulaciones propuestas para poder elaborar conjeturas
y relacionar comportamientos observados en los ensayos de fidelidad de impresion con
el perfil reoldgico de cada una de ellas. Asimismo, el rango de deformacion aplicado
no permitid registrar un valor de deformacién critica, por lo que se recomienda

configurar un espectro mas amplio en el redmetro antes de la ejecucion del ensayo.

En un entorno in vivo, el constructo vascular debe estar en contacto con el flujo
sanguineo, cuyo pH oscila entre 7.35 y 7.45. En el ensayo de tasa de hinchamiento, se
empleo agua destilada como medio liquido sobre el cual se colocaba el hidrogel a ser
caracterizado. En ese sentido, el uso de solucion salina tamponada con fosfato (PBS,
por sus siglas en inglés) con pH = 7.4 en lugar de agua, someteria al material a

condiciones mas realistas permitiendo obtener mejores resultados.

Este trabajo fue realizado sin tener informacion consensuada sobre los métodos mas
adecuados para evaluar la fidelidad de impresion de biotintas. Como se indica en el
Capitulo 1, se empled una definicion amplia que enfatiza la importancia de seguir
métodos objetivos para la evaluacion de aspectos para determinar la ‘imprimibilidad’
de una biotinta o tinta de biomaterial asi como la influencia de los parametros de
impresion y de sus propiedades inherentes durante el proceso, independientemente la
técnica que se utilice. El desarrollo de nuevas biotintas o tintas de biomaterial que
realmente aporte a la manufactura de tejidos y érganos funcionales o a la creacion de

plataformas in vitro avanzadas para tratamientos de medicina personalizada o para
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promover métodos alternativos de evaluacion de farmacos requiere que se promuevan
estandares para poder sistematizar esta caracteristica y los protocolos puedan ser mas

facilmente transferidos al entorno clinico.
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