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RESUMEN

Introduccion: La tecnologla de impresion 3D busca sintetizar un andamio ideal,
combinando el uso de materiales poliméricos con una estructura jerarquica, que permita a
las células restaurar, mantener o mejorar la funcion de los tejidos dafiados por un trauma
o enfermedad.

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue sintetizar, caracterizar y evaluar la
biocompatibilidad de un andamio de acido polilactico (PLA) fabricado por medio de

impresion 3D.

Metodologia: Para la impresion del andamio se llevd acabo un diseno por medio del uso
de programas como BUILDER, CURA para obtener la estructura deseada y posteriormente
imprimirlo por el método de deposicion fundida capa por capa, utilizando como materia
prima un filamento de 3.0 mm de acido polilactico (PLA). El andamio impreso 3D se
caracterizo mediante las técnicas de calorimetria diferencial de barrido (DSC),
termogravimetria (TGA), analisis dinamico-mecanico (DAM), analisis de porosidad y
topografia por perfilometria, y morfologico por microscopia electronica de barrido (SEM).
Asimismo, se evalud la respuesta de biocompatibilidad utilizando osteoblastos fetales para
la evaluacion de la interaccion célula-andamio (por microscopia electronica y microscopia
confocal), ensayos de viabilidad celular por MTT y de adhesion celular. Los resultados
obtenidos fueron tabulados y analizados por un andlisis descriptivo y ANOVA de dos vias.

Resultados: La caracterizacion fisicoguimica del andamio demostrd la presencia del PLA
sin alteraciones, y una superficie homogénea entre los andamios. Las imagenes de
microscopia confocal y microscopia electronica mostraron que las células osteoblasticas
reconocen el material por la presencia de pseudopodos y una morfologia que evidencio su
interaccion corroborado por las pruebas de adhesion celular a las 4 y 24 horas y por las
pruebas de MTT a las 72 horas que mostraron un aumento en la respuesta de los
osteoblastos en el andamio 3D.

Conclusiones: La impresion 3D aditiva de capa por capa permite obtener estructuras
reproducibles en un corto periodo de tiempo. El andamio 3D de PLA impreso mostré una
buena respuesta de biocompatibilidad, no ser toxico para las células y presentar una

superficie que facilita la adhesion y proliferacion celular.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

La ingenieria tisular se construye sobre la base de tres pilares fundamentales: la presencia
de células, sefales biomoleculares y un andamio tridimensional que soporte las cargas
temporales durante el periodo de regeneracion y que sirva como medio para que se dé el
proceso de reparacion de tejidos, Varios son los factores que se deben tomar en cuenta
para tener predictibilidad en este procedimiento, los cuales incluyen: el tipe de andamio
(método de fabricacion, material utilizado, porosidad, forma, resistencia mecanica); la
preparacion del sitio asi como la vascularidad entre otros. Aunado a estas caracteristicas, se
busca que un material de injerto oseo tenga cuatro propiedades importantes; siendo capaz

de generar osteogénesis, osteoinduccion, osteoconduccion y osteointegracion.

En el area de odontologia, el Gnico material que cumple con las cuatro cualidades es el
hueso autdlogo y por esto es el estandar de oro en materia de regeneracion dsea, sin
embargo; debido a sus desventajas, se ha investigado ampliamente sobre los demas tipos
de injertos dseos existentes, como lo son los aloinjertos, injertos aloplasticos y xenoinjertos.
Mo obstante, ha sido complicado fabricar el biomaterial ideal que cumpla con todas las
caracteristicas anteriormente mencionadas. Esto es importante porque un material
biocompatible, debe permitir la adhesion, proliferacion vy diferenciacion celular sin provocar

respuesta inflamatoria alguna y lograr esto es un reto para la ingenieria tisular.

Dentro del grupo de materiales aloplasticos, estd el grupo de andamios polimeéricos, los
cuales han demostrado diversas wventajas como su bioinercia, biocompatibilidad,
bioactividad, biodegradabilidad y presentando un comportamiento mecanico adecuado.
Estos andamios, pasan por una reabsorcion conforme se deposita tejido dseo nuevo
mientras se mantiene la forma tridimensional del sitio injertado y proveen resistencia

adecuada a la carga temporal durante la regeneracion.

Los andamios poliméricos se han fabricado por medio de varios procedimientos como,
lixiviacion de particulas, electrohilado, separacion de fases, técnica de fabricacion por

adicion y por substraccién, entre otros.



El método de impresian tridimensional se divide en procedimientos aditivos y substractivos.
Dentro de los métodos aditivos, se encuentra el método de deposicion fundida con el que
se fabrican andamios por medio de un software de acuerdo con un diseno realizado con las
caracteristicas que se le quiera dar al andamio, tales como tamafio del poro, interconexion
porosidad, tamano del filamento, tipo de enrejado, etc. Dadas las caracteristicas especificas,
estos materiales han demostrado cumplir con los objetivos de la ingenieria tisular: crear el
andamio tridimensional que pueda ser injertado en el tejido para reparar una lesién o

corregir un defecto por medio de adhesion, proliferacion y diferenciacion celular.



CAPITULO 2 MARCO TEORICO

2.1 REGENERACION OSEA

La meta de la ingenieria tisular es disenar y sintetizar un material ideal para regeneracion
de tejidos por medio de los llamados sistemas vivos tridimensionales, que puedan ser
injertados en un tejido con el fin de inducir la reparacion de una lesion o corregir un defecto
por medio de adhesion y proliferacion de una célula en especifico. La clasica triada de la
ingenieria tisular permite jugar con las caracteristicas, por ello, un andamio debe permitir el
crecimiento tisular, para aumentar la poblacion celular ¥ que se lleve la secrecion de

inductores o sefiales moleculares localmente. (1) (2) (3)

Parte del éxito de la ingenieria tisular depende de la habilidad de un andamio para permitir
la difusion de nutrientes y remocion de desechos del sitio de regeneracion, asi como proveer
un ambiente mecanico adecuado, sin provocar respuestas inflamatarias o algin proceso de

rechazo del cuerpo. (4)

En el area odontoldgica, los primeros reportes sobre el uso de biomateriales para
regeneracion tisular vienen de Edgar Smith quién fue el primero en utilizar suturas,
alrededor de 4000 AC y metales en reparacion dsea 2000 AC. (5). Lo anterior pretendia
evitar dafios iatrogénicos a estructuras cercanas al area de trabajo, guiando a la creacion
de nuevas técnicas como elevacion de seno maxilar, injertos dseos horizontales y verticales,
y preservacion de alvéolos como técnicas quirrgicas. Algunas de estas estrategias, aunque
presentan resultados prometedores, no han logrado garantizar un exito total, por lo que
nuevos esfuerzos se contindan realizando en disefiar nuevos biomateriales que permitan la

regeneracion tisular (3).

Un material de injerto dseo ideal debe contar con 3 caracteristicas fundamentales como son
ser osteogénico, osteoconductivo y osteoinductivo. El Unico que tiene caracteristicas
osteogénicas es el hueso nativo, por los osteoblastos. La osteoconductividad le permite al
material estimular el crecimiento de las células dseas en la superficie. ¥ la capacidad
osteoinductiva, es la habilidad del material para inducir la proliferacion y diferenciacion de

células mesenquimales en pre-osteoblastos para formar la matriz extracelular. (6) (7)



2.2 INJERTOS OSEOS

Los injertos dseos se clasifican en: autdlogos, aloinjertos, xenoinjertos y aloplasticos. El
hueso autdlogo es el estandar de oro en regeneracion osea, y consiste en la toma de tejido
oseo sano, de la misma persona para ser injertado en el defecto, lo que minimiza la tasa de
rechazo. Este posee hueso cortical (buen soporte estructural y reabsorcién disminuida, pero
revascularizacion lenta) y hueso medular (revascularizacion temprana, por lo tanto, menos
riesgo de infeccion, y menos tiempo de espera en caso de colocacion de implantes dentales)
(7) (8). Los aloinjertos son los que se derivan de sitios donadores de la misma especie
(bancos de hueso), pero por su manipulacién (esterilizacion y descelularizacion) para
minimizar el rechazo o la transmision de enfermedades, pierde muchas de las caracteristicas
importantes a nivel bioldgico, por lo que termina siendo solamente osteoconductiva. Los
xenoinjertos derivan de especies diferentes, como hueso bovino. Han demostrados tener
sobrevivencia comparable con hueso autdlogo, tienen propiedades osteoconductivas y su
costo es menor que el aloinjerto. Los aloinjertos y autoinjertos han demostrado éxito en
restaurar la forma y funcion 6sea, sin embargo; acarrean aln riesgos significativos. Uno de
los riesgos asociados al uso de injertos autdlogos es la morbilidad del sitio donador, mientras
gue los aloinjertos pueden implicar la transmision de enfermedades, material comprometido
por el proceso de esterilizacién. (3) (7) (8) (6)

Los injertos aloplasticos pueden ser fabricados con fosfato tricdlcico, bioceramicas,
hidroxiapatita entre otros biomateriales, a un costo menor pero su reabsorcion es mayor,
por lo que se recomienda mezclarlo con otro tipo de injerto (3). Estos injertos han ganado
popularidad al presentarse en forma de “andamios”, gracias a su biocompatibilidad,
capacidad osteoconductiva y capacidad de manejar diversas cargas mecdnicas. La
arquitectura del andamio juega un papel importante en la determinacion del grado de
crecimiento celular y su futuro comportamiento biologico (9). Por definicidén, un andamio es
un biomaterial que provee soporte como plataforma biclégica que facilita la reparacion
adecuada y la restauracion de caracteristicas fisiologicas-histolégicas de tejidos dafiados
durante el proceso de sanado (3).



2.3 POLIMEROS (INJERTOS ALOPLASTICOS POLIMERICOS).

El método estandar en ingenieria de tejidos oseos es el cultivo de células en andamios,
tratando de imitar una matriz extracelular csea temporal representativa de una red de poros
interconectados que sirva para guiar la proliferacion, diferenciacion y el eventual crecimiento
celular (Mitra Asad-Eydivand, 2015, (10).

La palabra polimero se deriva del griego poli y meros, que significan mucho y partes
respectivamente, también se les llama macromoléculas o molécula grande. Cada uno de los
tipos de polimero se diferencia por las fuerzas intermoleculares e intramoleculares, asi como
por los grupos funcionales que poseen. Los polimeros son moléculas individuales cuyo
tamafio no puede reducirse sin romperse los enlaces covalentes que mantienen los atomos
unidos en estas moléculas de cadena (11). La composicién de la cadena polimérica final

influye en el tiempo de degradacion, prolongando la vida media del polimero (3).

Seleccionar un polimero que participe como andamio no es tarea sencilla. Mas alla de
garantizar su biocompatibilidad y aceptacion por parte del huésped, los andamios
poliméricos deberan ser biodegradables, presentar buenas propiedades mecanicas e
idealmente ser bioactivos. Ademas, su porosidad y topografia superficial debera ser atractiva
para las células, mientras que su interior debera mantener su capacidad de imitar la
estructura de una matriz extracelular, permitiendo la difusion de nutrientes y remocion de
desechos bioldgicos del sitio de regeneracion (12) (13). Otro tipo de clasificacion que se le
da a los andamios poliméricos, es por sus propiedades topograficas, tales como: rugosidad
e hidrofilicidad y su microestructura: tamafio del poro, porosidad, interconectividad y

arquitectura del poro y de la fibra (14).

En cuanto a tamano de poros, diversos estudios han demostrado un alto grado de infiltracion
y proliferacion osteoblastica en andamios con tamafio de poros mas grandes (600 pm) que
los que tenian poros mas pequefios (40 pm). No obstante, esto depende del tipo de material
utilizado, ya que hay estudios que indican que la adhesion celular disminuye con el tamario
del poro. Y es que, en la fabricacion de un andamio, el disefio de la estructura es esencial
para que no afecte las propiedades mecanicas ni las biologicas. Esto porque, si se aumenta
el tamarfio del poro, las propiedades mecanicas pueden verse perjudicadas, puesto que |a

estructura tridimensional se debilita al tener mas espacios vacios. Por otra parte, el tener



mas poros, hace que la difusibn de nutrientes y proliferacion de las células sea mayor,
debido a que aumentan las sefiales moleculares y mecanicas que promueven la adhesion y
proliferacion celular, y que mejoran la deposicion de proteinas y formacion de tejidos (Jafari,
y otros, 2017) (15).

Por otro lado, algunos estudios apoyan la importancia de conocer los grupos quimicos
especificos de la superficie del polimero (tales como presencia de grupos hidroxilo (-OH) o
grupos funcionales), los cuales independiente de la morfologia, también determinaran el
comportamiento bioldgico del andamio y su interaccion celular (Saltzman & Kyriakides,
2007) (Lu Yue, 2016) (Brown B, et al. 2010).

Una amplia gama de polimeros tanto naturales como sintéticos han sido utilizados para crear

los andamios, entre ellos:
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Figura 1. Tipos de andamios poliméricos. Fuente: (5) (16) (17)

El desarrollo de polimeros sintéticos se basa en un producto encontrado en la naturaleza
para obtener otro de mayor utilidad, y aunque la mayoria de los primeros descubrimientos

fueron empiricos, sirvieron para explicar parte de la teoria y terminologia de la ciencia de



los polimeros. La produccion data de hace muchos afios, sin embargo, su produccion se
acelerd con la Segunda Guerra Mundial (11). Parte de la popularidad del uso de polimeros
sintéticos, se debe a su capacidad de ser disefiados con alta capacidad de procesamiento y
estabilidad mecanica (1). Ademas, pueden ser sintetizados bajo estricto control, alcanzando
alta calidad y posibilidad de reproduccién de fabricacion con alta exactitud (5) (18).

Los poliésteres alifaticos constituyen la familia de polimeros sintéticos mas atractiva para la
investigacion. Estos son poli (acido a-hidroxi) representados por la férmula —(-0-CHR-CO)-
n. Entre los poliésteres alifaticos mas caracteristicos, podemos encontrar los siguientes:

* PGA: es el mas simple y fue sintetizado en 1930 por William Carothers, padre del
nylon.

* PCL: es uno de los primeros polimeros sintetizados por Carothers en los afios 30, Se
usa como medio para sanado de heridas y como co-polimero junto con L-PLA para
disefio de andamios y para RTG y ROG.

+ PDS: sirve como material monofilamento para suturas y presenta poca reaccion de
tejido. Tiene mucha flexibilidad, retiene 60% de su fuerza después de 4 semanas, y
su pérdida total de fuerza es después de B semanas. También se utiliza en fracturas
y reconstrucciones orbitales.

*  PLA: se produce de la misma manera que el PGA, por medio de apertura de anillo.
Es mas hidrofdbico que el PGA debido a la presencia de un grupo metil extra y mas
soluble en solventes organicos. Esta es una molécula quiral, por lo que existe en
dos formas esteroisomeéricas que dan origen a 4 polimeros morfoldgicamente
distintos: Poli (D-lactide), poli (L-lactido); su mezcla poli (D, L-lactido) y por medio
de este ultimo, el poli (meso-lactida) (5) (19) (12) (17).

El PLA es el polimero sintético biodegradable mas utilizado en el campo de la salud, ademas
es aceptado tanto por la FDA (US Food and Drugs Administration) como la EMA (Agencia
de Medicina Europea). Sus propiedades mecanicas (modulo de elasticidad 1.5-2.7 GPa) y
temperatura de transicion vitrea alrededor de 60°C, hacen de éste, un material de facil
manipulacion (20). Esta comercialmente disponible para estereolitografia y para modelado
por deposicion fundida, y por su amplia gama de usos se han empleado en defectos en

humanos y en diversos estudios tanto in vivo como in vitro.



Un polimero sintético biocompatible como el PLA posee un enorme potencial debido a que
los productos de su degradacidon pueden ser reabsorbido por el cuerpo, creando espacio
bioldgico para la extension tisular, Sin embargo, el PLA solo no es suficiente para actuar
directamente en la formacidn dsea. Posee una baja bioactividad, por lo que estos se limitan
a mediar la formacién dsea solo por favorecer la adhesion y proliferacion celular, sin inducir
directamente la osteoinduccién, El PLA es mas hidrofdbico que otros polimeros como el PGA,
motivo por el cual se han desarrollado co-polimeros que combinan las virtudes de ambos
biomateriales, como por ejemplo el PLGA (Ko, y otros, 2014) (Jeong, y otros, 2008) (14).

A pesar de las bondades del PLA y su diversidad de aplicacion en la medicina, su absoluta
biocompatibilidad sigue en debate, principalmente ya que los productos de degradacion,
pueden disminuir el pH de los tejidos circundantes, causando inflamacion o reacciones de
cuerpo extrafio e inhibicién de formacidn de cristales de hidroxiapatita (HA), creando una
osteointegracion deficiente. Las propiedades hidrofébicas de poliésteres reabsorbibles
pueden influir negativamente en la adhesidn celular, por lo que se han agregado diferentes
particulas bicinductivas a los andamios como nanoparticulas de titanio, particulas dseas
desmineralizantes, fibronectina, HA, entre otros (Roxana, et al., 2015). En cuanto a
microparticulas de PLA, éstas son usadas para mantener concentraciones de farmacos por
largos periodos, usados en liberacidn genética, terapia contra el cdncer y vacunas. En las
nanoparticulas, el uso es el mismo que las microparticulas, pero con la ventaja que por su
tamafio puede facilitar la penetracién de las membranas celulares, aumentar la liberacién
de farmacos, disminuir la concentracion inhibitoria y la concentracion bacteriana. Sin
embargo, estos dos ultimos usos aun necesitan de mayor evidencia para confirmar su
aplicabilidad clinica (Roxana, et al., 2015) (9) (14).

Para que estos andamios puedan actuar como una matriz extracelular en la ingenieria
tisular, idealmente deberan cumplir con los siguientes requerimientos.



Poros mterconectados (para
asegur el erecimiento celular v
el wansporte de nutnentes v
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Facubiludad costosbenelig

Propiedades mecinicns
simlares a las del tejico del
sitio de reparacion.

Facilitar los procesos de
fabrieacion (métodos snuples.
ripndos v reproducibles

. Biodegradaciony
Ser estenhzables bioreabsorbifidad (a una tasa
sumilar a la de una regencracian
O5en)

Mra Azod-Eydiv et al. 2015, Yue el.ol 2015 Joforlet.od. 200 F, Ceccarelli et.al. 2017

Figura 2. Requerimientos para que un andamio actie como una matriz extracelular,

2.4 IMPRESION 3D

Solo un numero limitado de técnicas de fabricacion de andamios pueden generar
caracteristicas necesarias a escalas nanomeétricas, que logren imitar la matriz extracelular
de los tejidos (1). Existen varios métodos disponibles para la sintesis de andamios; donde
destacan el electrohilado, auto-ensamblaje, separacion por fase, lixiviacion de sal,
liofilizacion e impresidn tridimensional (16) (21) (1) (2) (22).

Formhals patentd la técnica de electrohilado en 1934, mientras que Norton patentod la
técnica de hilado a presién en 1936. También se ha reportado el uso de un dispositivo con
boquillas concéntricas donde la solucidn polimérica se inyecta dentro de una corriente de
gas para generar nanofibras a partir de poliestireno (PS), polimetil metacrilato (PMMA) o
acido poli lactico (23) (Wojtak, 2012) (24) (25).

Sin embargo, mediante estos métodos no se logra un control adecuado de las caracteristicas

internas y de la topologia de los andamios, ya que requiere un control estricto durante el
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procedimiento, donde cualquier manejo inadecuado de una variable puede acarrear varios

errores que comprometen el resultado del experimento (22) (4).

De esta manera, el método de impresion 3D pasa a ser una técnica mas predecible, ya que
crea una microarquitectura precisa, logrando un ambiente ideal para el crecimiento celular.
Mediante este método se puede fabricar un andamio por partir de un disefio especifico, lo
que conlleva a controlar la arquitectura y por ello ser mas reproducible en comparacion con
otras técnicas de elaboracion de andamios (13). Esto es importante, porque las propiedades
del andamio y su rigidez son esenciales para favorecer la migracion celular, influenciar su
morfologia y estructura del citoesqueleto, y para determinar la expresion de genes y su
linaje (10) (15).

Especificamente, la impresion tridimensional se divide en 3 categorias: técnica de formacion,
técnica sustractiva y técnica aditiva. La técnica de formacion se trata de dar forma a una
pieza de trabajo sin reducir o agregar material. La técnica sustractiva usuaimente requiere
de materiales cortantes para lograr la forma que se requiere, por ejemplo; maquinado CNC
{Control Numeric Computed) de una parte precisa. Y la técnica aditiva, que se trata de
agregar material capa por capa con un grosor que varia en proporcion con el diametro de
la boquilla de salida de |a impresora tridimensional escogida (26) (15).

Existen varias técnicas de fabricacion de estructuras tridimensionales con biomateriales por

medio de softwares, clasificadas en 4 principales grupos:

et -
e e e

Figura 3. Técnicas de fabricacion por medio de impresion 3D. Fuente: (15) (22) (27)












3.7 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental In Vitro.

3.8 LUGARES DONDE SE DESARROLLA LA INVESTIGACION

La metodologia del presente estudio se realizd en los siguientes lugares:
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a. Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos, Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion, Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de México,
Ciudad de México, México.

b. Laboratorio Nacional de Tecnologia (LANOTEC), Centro Nacional de Alta Tecnologia,
San José, Costa Rica.

c. Centro de Investigacidn en Ciencias e Ingenieria de Materiales (CICIMA), Universidad

de Costa Rica, San José, Costa Rica.

d. Laboratorio de Ciencias Basicas, Facultad de Estomatologia, Universidad Autonoma

de San Luis Potosi, México.

3.9 VARIABLES

fusidn cristalina

Perfil [ Definicion
termodinamico nickén conceptual operacional

La temperatura de transicion vitrea (Tg) se usa como
Tg: TeranratHra herramlenta para modificar propleﬂader: fisicas. Al DSC de flujo de
de transicién | conocer la Tg se puede mantener el material en estado o
vitrea amorfo cristalino, liguido viscoso/gomosof super

enfriado y forma liquida menos viscosa.

Inicio del punto de fusién y también la temperatura
ey Fonky, ol maxima, que corresponde a la fusion completa en DSC de flujo de

materia orgdnica y la energia que la transicion de fusidn
necesita para producirse. Tm estd asociada con la
cristalinidad de los materiales.

calor

To: Temperatura | Temperatura en la que la masa de una sustancia se | Analisis
de Inicio empleza a perder, termogravimétrico
Tp: Punto de Es el pico de la lera derivada que indica el punto de | Analisis
Inflexion mayor grado de cambio en la curva de pérdida de masa. | termogravimétrico




3.10 VARIABLES DEPENDIENTES
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. | Definicion
Adhesi Definicié cional
esion e h gl inicion operaciona
Las células fijadas son incubadas con 0.1% de Cristal Violeta
Ensayo de . 3 :
ELISA B para ser leidas por medio de un lector de placas y determinar su
adhesion celular :
adhesion,
Definicl -
Proliferacion o Definicion operacional
conceptual
MTT Ensayo de | Incubacion de un reactivo con una poblacion
{3-(4,5-dimethylthiazol-2- viabilidad tipo | de células vivas para convertir un sustrato, en
yl)-2,5-diphenyltetrazolium reduccidn un producto fluorescente gque se pueda
| bromide) tetrazolio detectar con un lector de placas.
Topografia Definicién
Definicion |
(microestructura) | conceptual L r Speraciona
Un haz de electrones se enfoca en un volumen
puntual de la muestra, lo que resulta en la
Método i transferencia de enert:]!a, Estos_ electrones
inspeccién de bombardeadores, tambien conocidos como
SEM: Microscopia ; electrones primarios, desalojan los electrones de
topografia de

electrénica de barrido

especimenes a una
alta magnificacion.

la muestra misma. Los electrones desalojados,
también conocidos como electrones secundarios,
son atraidoes y recogides por una rejilla o detector
con polarizacion positiva, y luego traducidos en
una sefial.

Perfilormetria

Determinacion de la
textura  superficial
de un material

Se utiliza una punta de diamante para detectar
variadones superficiales minimas en la topografia
de la superficie, mediante el lapiz dptico. Un
puntero se desplaza sobre la superficie v detecta
variaciones de rugosidad tan pequefias como de
diez angstroms de altura vy esto produce una sefial
que se amplifica y almacena para su manipulacion,
analisis y visualizacion.
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3.11 VARIABLES INDEPENDIENTES

Variable ﬁm Definicion Operacional

| Polimero alifitico La ﬁj-:rrna _de obtencidn es direc;?mente deiléc'rdn'l.i_ucﬁcc_n nl de la
iy | ge scido Lactida, sin embargeo; la obtencién por medio de acido lactico da
:lﬂu:l::l-;'.L polilictico  semi como resultado un PLA de bajo peso molecular y propiedades
Polilactico | italing mecanicas pobres. Esto se mejord con el desarrollo de la
(PLA) ' bio degraéable v produccion por polimerizacion, mediante la apertura del anillo,

[ : con un intermediario llamado Lactida.

| biocompatible.

Metodo de impresion tridimensional en el que se utiliza polimero

Yicrica i Mudelad? por preformado':omo material de construccidn. Un filamento de PLA
impresién deposicion pasa a traves de una boquilla donde se funde el material y por
3D | fundida deposicidon por capas, se va formando la estructura disefiada

previamente.
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CAPITULO 4 METODOLOGIA

4.1 DISENO DE PLA POR MEDIO DE IMPRESION 3D

Los andamios de PLA fueron disefiados por medio del método de deposicion fundida (FDM:
Fused Depostition Modeling) en una impresora 3D Modular MM1 MakerMex (Ciudad de
México, México) a una temperatura de 204°C en médulo flexible. Se utilizé un cartucho de
filamento de PLA, cuyo grosor es de aproximadamente 3.0 mm de didmetro. Este filamento
pasa a través de una boquilla donde se funde el material y por deposicidn por capas, se va
formando la estructura que se disena. El disefio se introdujo en el software de modelado y
animadon o disefio asistido por ordenador (CAD) y consistid en un modelo cibico

tridimensional de 2 cm x 1 cm x 2 cm, como se muestra en la siguiente figura.

-

case

B

Figura 4. Disefio del andamio de PLA

Estos andamios se esterilizaron por 30 minutos con una preparacion de 75% de etanol con

una solucion de antibigticos (penicilina (100 UI/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y fungisona
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(0.3 pg/ml), pasado el tiempo la solucion se retira v los andamios se dejaron secar por 30
min bajo luz UV.

4284.-284° o 25-8°

A 408 VY 27 Z801.11
%1007 SD 3% 000:04
Printing...

Figura 5. Impresion del andamio 3D utilizando la impresora MakerMex donde se observan

los parametros utilizados durante la impresion.

4.2 CARACTERIZACION DEL ANDAMIO 3D

4.2.1 PERFIL TERMODINAMICO
Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utilizé el calorimetro de flujo de calor de la empresa TA Instruments, modele DSC Q200,
con un caudal de nitrégeno de 50 mL/min como gas de purga. Se utilizd el software TA
Instruments Universal Analysis 2000 para definir las propiedades del andamio,

especificamente la temperatura de transicion vitrea (Tg) y el punto de fusion (Tm). El peso
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de la muestra fue de 2.5 mg, la cual se colocd en un porta muestras estandarizado de
aluminio de un diametro de 5 mm y una profundidad de 1 mm. La capsula de DSC se selld

por presidn mecanica.

& .“‘-i

Figura 6. Equipo para DSC. Muestra dentro de la celda. Muestras listas para DSC.

Andlisis Termo Gravimétrico

Por medio de TGA, se analizd la tasa de cambio de masa en funcién del aumento térmico.
Este se condujo por medio del equipo de la empresa TA Instruments TGA Q500 con un
software de TA Instruments Universal Analysis 2000. Los analisis se realizaron con una
rampa térmica de 25°C a 1000°C, bajo control con nitrogeno (velocidad de calentamiento
20°C/min). Las propiedades analizadas fueron el punto de inicio de pérdida de masa (On
Set Point (To)), el punto de inflexion (Tp), y la temperatura de pérdida total de masa
(Tmax).
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Figura 7. Equipo para TGA. Proceso de colocacion de la muestra en la celda.

4,2.2 MORFOLOGIA DEL ANDAMIO
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se realizo un analisis de SEM a los andamios 3D de PLA (ASEM Microscopy JEOL JSM-
b6390LV, USA). Las muestras fueron recubiertas con una capa de 5 nm de oro (equipo EMS
150R, Quorum, USA). Las tres superficies de cada andamio (superior, lateral e interior) se
analizaron a 5 kV a tres diferentes magnificaciones (45x, 200x, 1000x).

Figura 8. Equipo para SEM en proceso de recubrimiento. Medicion de campo para las

muestras. Muestras recubiertas con oro.
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CAPITULO 6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 DEL DISENO Y LA FABRICACION DEL ANDAMIO

El tipo de disefio que se eligid en esta investigacion se basé en el concepto de las 4F, el cual
menciona que un andamio debe tener forma adecuada, funcion temporal de soporte de
tejido, mejoramiento en la formacion de tejido y que todos los anteriores logren una fijacion
rapida del mismo (4). Como se ha mencionado anteriormente, la arquitectura del andamio
debe permitir la unian inicial de células y la subsecuente migracion dentro de la matriz,
asimismo, deben existir los nutrientes y metabolitos necesarios, y el tamano de poro
adecuado que permita el espacio para que se desarrolle y se remodele el tejido organizado
(15).

La morfologia de los poros se clasifica en 3 grupos: interconectados (poros abiertos), no
conectados (poros cerrados) o una combinacion de ambos. Lo importante es que sean
resistentes ante las fuerzas que se ejercen sobre los mismos. Uno de los mayores retos en
la decision del material y la estructura del andamio es que para lograr una adecuada
resistencia y rigidez, el andamio debe tener suficiente unién interatémica e intermolecular
fisica y ademas una estructura quimica que permita el ataque hidrolitico y la ruptura (15).

En un estudio realizado en el 2010 por Melchels et al, se disefiaron 4 tipos de estructuras
de andamio seg(n tipo de arquitectura: clbica, diamante, circular y se hizo un disefio con
estructura sal-lixiviada. En este estudio se determino que, variando la composicion de los
macromeros Yy la arguitectura de los poros, se pueden obtener andamios con una amplia

gama de propiedades mecanicas (30).

Los disefios de los andamios tambien pueden ser cubicos, cilindricos y piramidales (31) (32).
Asimismo, se pueden dasificar segin una estructura basica de PLA como: estructuras
ortogonales que exhiben un patron de 0/909, estructuras diagonales con un patron de
45/1359 o de 60/120° y estructuras cilindricas porosas (33).

Para lograr dicha arquitectura, se necesita un sistema preciso con el cudl se pueda generar
una estructura adecuada para el crecimiento celular. El uso de la impresion 3D, ha dado

paso a la creacion de andamios con ambientes ideales para las células. Anteriormente se
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En la figura 9, con DSC se observa que cuando el andamio de PLA se imprime, no pierde
sus propiedades, si se compara con el PLA puro. El andamio tridimensionalmente impreso
se comporta similar al andamio puro, por lo que se confirma la reproducibilidad de la técnica
de impresion. Asimismo, los picos a los 55.65°C y 168.98°C coinciden con la temperatura
de transicion vitrea y punto de fusion respectivamente.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de acuerdo con el método con las pruebas
realizadas de DSC y de TGA.

Tabla 1. Comparacion de las propiedades termodinamicas del andamio de PLA

PLA puro | 57.78 | 169.02 | 328.36 | 340.81
3DPLA | 55.65 | 168.98 | 325.47 | 346.16

6.2 DE LA CARACTERIZACION DEL ANDAMIO

Para confirmar el efecto del beneficio de una estructura de andamiaje con poros
reproducibles y rugosidad media favorable para que |as células puedan adherirse, infiltrarse,
tener flujo de nutrientes, vascularizacion e integridad mecanica (Kennedy K, et al. 2016)
(Moroni L, et al. 20086), la superficie del andamio de PLA 3D se analizo por medio de SEM.
En las imagenes se observa la matriz polimérica como en enrejado con los poros que pueden
favorecer la interaccion célula-andamio y su adecuado crecimiento. Ademas, dicha
arquitectura permite considerar futuros espacios fisicos para incorporar nuevos

biomateriales que favorezcan su funcionalizacion.
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45x 200x 1000

Superficie
| Supenor

Superficie
Lateral

Superficie
Interna

Figura 11. Andlisis SEM de la superficie superior, lateral e interna. (45x, 200x y 1000x)

En la figura 11 se observan las superficies superior, lateral e interna del andamio 3D de PLA

a 45x, 200x y 1000x cada una. En una descripcion de superficies, a 45x:

= En la superficie interna: se observan poros interconectados en una estructura de
matriz polimérica con patron de enrejado, necesaria para que se dé la vascularizacion
y una adecuada adhesion y proliferacion de las células.

* La superficie lateral debido al disefioc que se realizé tiene un patron de enrejado
menos poroso que la superficie interna, sin embarge sigue teniendo los poros
necesarios y la rugosidad adecuada para que se dé el proceso de adhesion celular.

* En la superficie superior se observan prolongaciones que emergen de algunos poros,

rugosidad en la superficie del andamio, asi como un patron de rayas sobre la misma.
A 200x y a 1000x todas las superficies muestran rugosidad y poros de diferentes tamanos.

Ademas de la quimica del polimero utilizado para el andamio; el tamario del poro, el volumen
y la resistencia mecanica son parametros criticos que definen el desempeiio de un andamio.

Para que se dé el crecimiento 6seo dentro del mismo, es esencial la interconectividad de los
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Figura 12. Analisis de Microscopia Confocal. 12.1 Union de células sobre PLA puro

(Control). 12.2 Comportamiento celular sobre andamio 3D de PLA.

Con microscopia confocal se observa la adhesion al andamio del linaje osteoblastico a las
24 horas. Ademas, se observo en el conteo control, muchas células osteoblasticas en el
PLA puro, donde no hay verdadera interaccion con el andamio (Fig 12.1), en la figura 12.2

se observa interaccion entre ellas y con el andamio.

Esta interaccion andamio-célula se ve influenciada por el tipo de material y su topografia;
diversos estudios refieren que, tanto la adhesion como la proliferacién celular dependen de
la arquitectura de un andamio. Ademas, se ha demostrado que factores de crecimiento vy
citoguinas envueltas en la modulacidn de cicatrizacion de fracturas se ven influenciadas por
la microtopografia del sustrato. Si el promedio de rugosidad de una superficie es mayor que
el tamano individual de un osteoblasto, esta superficie se ve lisa ya que la distancia entre

picos es muy grande como para ser detectada (Hayes, J, 2011).

En algunos casos las células son orientadas por surcos presentes en el andamio a lo largo
de las fibras o rebordes en la superficie, y el grado de orientacion de éstas depende de la
rugosidad del material (Saltzman & Kyriakides, 2007).



Figura 13. Analisis de perfilometria. [zq: Superficie superior. Der: Superficie lateral

Asimismo, con la figura 13 se confirma la rugosidad de las superficies superior y lateral.
Segun el grafico de la Figura 14, los valores para rugosidad promedio, altura maxima y
profundidad maxima, son mayores en la superficie lateral que en la superior, la rugosidad
promedio de ambas superficies difiere. Esto se debe al método de impresion capa por capa
que va depositando el material progresivamente en la parte lateral del mismo que culmina
con la union de la parte lateral e interna para formar la superior, por lo tanto; esa deposicion

le da ese grado de rugosidad a la parte lateral.

Figura 14. Grafico de analisis de perfilometria por superficie.



6.3 DE LA EVALUACION BIOLOGICA DEL ANDAMIO

Sobre los ensayos de adhesion celular con cristal violeta y de viabilidad celular con azul de
triazol (MTT), se observan en la figura 15.1 y 15.2. En la grafica de adhesion se observa
que el andamio 3D presenta una mejor interaccion con las células ya que a las 24 h existe
un aumento en la adhesion celular, lo que comprueba la importancia de una superficie

rugosa para las células.

Por otro lado, en el ensayo de proliferacidn (Figura 15.2), se observa un aumento de la
proliferacion celular en el andamio 3D conforme pasan los dias y con respecto al andamio
nanofibrilar y al control, teniendo que, para el séptimo dia el aumento es mayor que los

demas dias con respecto al andamio nanofibrilar.
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Figura 15. 15.1 Izq: Ensayo de adhesidn celular. 15.2 Der: Ensayo de proliferacion celular

(MTT)

La proliferacion celular en un tejido es un elemento critico en la formacion de la arquitectura
de tejidos vivos, este es un fendmeno esencial para la ingenieria de tejidos debido a la
habilidad de las células para movilizarse, ya sea por medio de un ensamblaje con el material
o entre ellas (Saltzman & Kyriakides, 2007). Para los ensayos de viabilidad celular, en este
estudio se analizg el cultivo celular por medio de un ensayo de MTT por 7 dias, en los que
se observa un aumento progresivo de viabilidad celular tanto del andamio 3D y el

nanofibrilar, como del control. Sin embargo, del quinto al sétimo dia, se observa un mayor





























