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RESUMEN

La fabricacion por manufactura aditiva (MA) ha sido investigada y desarrollada desde los tltimos 20 afios. Esto ha conllevado también
al avance de otras areas como la ingenieria de tejidos. La novedad y la ventaja de estas técnicas recaen en el hecho de que en lugar de
fundamentar el proceso en la eliminacion de material, ésta crea piezas tridimensionales capa por capa y con mucha precision
directamente de modelos CAD (Computer Aided Design), con altas complejidades geométricas y usando materiales que no podrian ser
producidos a través de procesos de fabricacion tradicionales. Durante estas Gltimas dos décadas, se ha hecho un progreso significativo
en el desarrollo y comercializacion de nuevos e innovadores procesos de MA y prototipado rdpido (PR), asi como de numerosas
aplicaciones con muchos avances en la industria aeroespacial, automotriz, biomédica, biomecanica, farmacoldgica y otros campos. Este
articulo revisa los principales procesos y aplicaciones de esta actual y novedosa tecnologia, y va acompafiado con resultados de algunos
proyectos de investigacion donde han participado los autores. También presenta cuales son los desafios y necesidades futuras en estas
tecnologias, y a su vez considera otras metodologias y tecnologias que compiten a la par de la MA y PR, como lo son el electrohilado o
electrospinning, desarrollo de hidrogeles y la impresion de 6rganos o bioprinting.

Palabras Claves: manufactura aditiva, prototipado rapido, electrohilado, andamios, polimeros biodegradables, impresién de érganos,
ingenieria de tejidos.

TECHNIQUES FOR MANUFACTURING POLYMER SCAFFOLDS WITH POTENTIAL
APPLICATIONS IN TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT

Build object using additive manufacturing (AM) has been researched and developed over the past 20 years. This has also led to the
advancement of others areas as well as tissue engineering. The novelty and advantage of these techniques lie in the fact that instead of
basing the process in material removal, it creates three-dimensional objects layer by layers and very accurately directly from CAD
(Computer Aided Design) models, with high geometric and material complexities that could not be produce through traditional
manufacturing processes. In the report literature over the past two decades, it has made significant progress in the development and
commercialization of new and innovative processes of AM and rapid prototyping (RP), as well as numerous applications have now
created many advances in aerospace, automotive, biomedical, biomechanics, pharmacology and other fields. This article reviews the
main processes and applications of this current and new technology, and is accompanied with results of some research projects where
the authors have participated. It also presents what challenges and future needs in these technologies, and in turn considered other
methodologies and technologies that compete with the AM and RP, such as electrospinning, hydrogels and organ printing or bioprinting.

Keywords: additive manufacturing, rapid prototyping, electrospinning, scaffold, biodegradable polymers, bioprinting, tissue
engineering.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, lo que se podria llamar la edad
actual de la medicina, la ingenieria de tejido
(también reconocida por algunos autores como
medicina regenerativa) ha ido tomando una fuerza y
una viabilidad en cuanto a los estudios de
investigacion multidisciplinarios [1,2,3], muchos de
los cuales ya ha mostrado resultados probados,
centrados en la regeneracién y recuperacion de
tejidos, y que han estado mas enmarcados en los
Gltimos tiempos en cuanto a tejidos: dseo [4], piel
[5], cartilago [6], etc. La creacion de tales
estructuras, denominadas andamios, deben cumplir
ciertos  requisitos, es decir deben  ser
tridimensionales (3D), porosas Yy con poros
interconectados, biocompatibles y biodegradables
(preferiblemente) [1-3, 7]. La ingenieria de tejidos
también ha ido dando paso a un area también
novedosa que es la impresion de O&rganos [8],
aunque esta es un area dentro de la cual hay muchos
aspectos del punto de vista metabdlico y fisiologico.
Esto hace que a través de las tecnologias actuales se
pudiesen reproducir érganos (o parte de Grganos)
gue cumplan funciones vitales y puedan reproducir
las mismas tal y como lo hace el organismo
humano.

En las dltimas décadas, los profesionales dedicados
a la ingenieria de tejidos, donde resaltan esfuerzos
de licenciados quimicos, ingenieros de materiales,
fisicos, bidlogos, médicos, odontélogos,
farmacéuticos, ingenieros quimicos, entre otros, han
conceptualizado su trabajo, estableciendo criterios y
apuntando a mover una plataforma de ingenieria de
tejido holistica, paso a paso en aplicaciones clinicas,
que incluyen el disefio y fabricacién de estos
andamios  (scaffolds), el aislamiento vy
caracterizacion  celular, proliferacion  celular,
diferenciacion celular, uso de bioreactores, etc. [9]

Pero /Qué son estos andamios o estructuras 3D?.
Los andamios son soportes 0 estructuras
tridimensionales temporales, en los que las células
pueden crecer y formar tejidos, por lo que al
momento de disefiarlos y fabricarlos, se deben tener
en consideracién aspectos que van desde la técnica o
método a utilizar para su fabricacion, como el
control de la topografia y rugosidad de la superficie,
porosidad, forma y tamafio de poro, lo cual es
importante para aumentar la migracion de las células
en su interior y en la superficie de los mismos [1-3,
7, 10]. La obtencion de andamios permite entonces

que estos templete tridimensionales actlen como
una estructura soporte que debe tener caracteristicas
y propiedades que le permitan biomimetizar [11] el
tejido que se pretende regenerar sobre sus bases, es
decir que sirva como una matriz extracelular (MEC)
[12] que permita que se dé la adhesion y su posterior
proliferacion y diferenciacion celular. Hasta la
verificacion de la formacion de tejido neonato sobre
éste y que luego conlleve a la formacion de un tejido
nUevo con sus propias caracteristicas bioldgicas,
mecanicas, etc.

Para la fabricacion de andamios, se deben
considerar varios aspectos que son fundamentales
[7,10]: (1) estos deben poseer geometrias que
permitan direccionar la regeneracion tisular o la
generacién de nuevo tejido a la par de que ocurre la
formacion de ese nuevo tejido, asi como de los
sistemas de vascularizacion y aquellos que permiten
el intercambio de fluidos y nutrientes bioldgicos;
también para el descarte de los desechos que se
generen; y es por ello que deben ser estructuras
porosas y que exista interconexion entre ellos. (2)
los andamios, tienen también que proporcionar
temporalmente  unas propiedades = mecanicas
adecuadas a las funciones para las cuales fue
diseflado y fabricado; esto recae en el hecho de
poder seleccionar los biomateriales adecuados para
poder garantizar estas propiedades. (3) La
degradacion es un aspecto fundamental, pues lo que
se espera es que a medida que el nuevo tejido se va
formando, el andamio vaya permitiendo su fijacion
en esa estructura 3D y que los productos de
degradacion que vayan generando no presenten
caracter toxico, sino que siga permitiendo a la
estructura que sea biocompatible en el tiempo. Es
por ello que generalmente los andamios son
fabricados a partir de polimeros sintéticos que
presenten biocompatibilidad y biodegradabilidad, se
pueden usar también biopolimeros (como por
ejemplo alginato, quitosano, coldgeno, etc.) [13,14],
inclusive proteinas [15], asi como también hacer
materiales compuestos [16] (usando materiales
inorganicos como las biocerdmicas como lo son la
hidroxiapatita, fosfato de calcio, etc.). Y finalmente
otro aspecto a tomar en consideracion son las
caracteristicas superficiales que deben presentar
esos andamios, lo cual evidentemente estd asociado
a los procesos de biocompatibilidad, y a las posibles
modificaciones superficiales que se puedan hacer a
estos andamios (como por ejemplo la insercion
quimica de péptidos como RGDS, RGDV, PDSGR,
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VTXG, etc. [10, 17,18]) o a tratamientos fisicos tipo
plasma [19] entre otros.

Este articulo de revision esta enfocado en presentar
informacion general sobre los procedimientos o
métodos de fabricacion de andamios usados en
ingenieria de tejidos, y cuales son las perspectivas
futuras en esta interesante y multidisciplinaria érea.
El articulo va acompafiado de algunos resultados
experimentales que son producto de la investigacion
de los autores.

Desde las ultimas 3 décadas, muchos grupos de
investigacion [1-3, 7, 10-14, 20, 21] han venido
desarrollando técnicas novedosas para dar forma a
biomateriales (bien sean de naturaleza polimérica,
cerdmica, metélica o material compuesto) en
estructuras 3D complejas que exhiban unas
propiedades  esperadas  para  determinadas
aplicaciones en la ingenieria de tejidos 0 medicina
regenerativa. Y han sido los materiales poliméricos
los que han venido aportando més avances en este
particular, dada su versatilidad quimica [22],
propiedades reoldgicas [23], mecanicas o elastico-
plasticas [24], y de posibilidad de afiadir aditivos
quimicos [25] o inclusive farmacos [26] o
biomoléculas [27]. También estd la formulacién de
materiales compuestos [28], que son necesarios para
garantizar un mejor desempefio fisico-quimico,
mecanico, farmacol6gico y quirlrgico de estos
andamios. Teniendo siempre como clave que seran
aspectos relacionados con el disefio [29], seleccién
de material, biocompatibilidad, biodegradabilidad y
métodos de fabricacién, lo que le dard a los
pacientes y a los médicos la seguridad que
posteriormente le conferira el éxito a los mismos.

Para estas consideraciones de disefio y de
propiedades finales de los andamios se deben tener
en cuenta la relacion estructura quimica-propiedades
de estos materiales poliméricos (sean de origen
natural o sintético, mezclas de ambos, o de
materiales compuestos). Por ejemplo es bien sabido
que materiales poliméricos que exhiben una alta
cristalinidad muestran un incremento en sus
propiedades mecanicas, pero son mas dificilmente
degradables [30]. Técnicas de procesamiento que
puedan, por ejemplo, inducir degradacién termo-
oxidativa, induzcan mejoras en la capacidad
degradativa de estas estructuras, pero a expensas de
reducir su resistencia, y el tiempo de vida del
andamio [31]. Otra atencion de suma importancia
que se debe tener, es que la inclusién de ciertas

biomoléculas en estos andamios, bien sea por alguna
modificacion que haya sido implementada en su
superficie, o colocada en su formulacion, algun
factor de sefalizacion celular, farmaco, aditivo, etc,
no pueden ser inactivadas durante el proceso de
fabricacion de estos andamios [17, 26,27], por lo
gue a veces no es tan sencillo decidir cual es la
tecnologia o metodologia a escoger para su
obtenciéon.  Es alli también, donde el carécter
multidisciplinario de la ingenieria de tejidos se
perfila, pues es para estos casos donde la discusion
entre investigadores de diferentes areas (biologia,
fisica, quimica, ingenieria, medicina, farmacologia,
etc.) se hace realmente necesaria para poder
garantizar su fabricacion y buen desempefio [32].

Entonces, las técnicas de fabricacidn para ingenieria
de tejidos dependen en muchos casos del polimero
en cuestion, de sus caracteristicas superficiales y de
la funcion potencial que debe tener el andamio
[13,14,17]. La mayoria de las técnicas envuelven
tratamientos térmicos y de presion, asi como el uso
de solventes (organicos) que deben ser debidamente
eliminados [33]. Los costos también deben ser
considerados. Muchas de las propuestas actuales
consideran que durante el proceso de fabricacion de
los andamios sea posible la incorporacion de lineas
celulares, lo cual a nuestro modo de ver esta todavia
en etapa de discusion y de validacién, dado que
justamente estas técnicas de manufactura que
involucran aplicacién de calor, o de presion, o del
uso de solventes o reactivos quimicos, siempre son
unas limitantes al momento de pensar en que deben
estar presentes células al mismo momento en que
estos andamios con fabricados.

Mientras tanto, cada técnica presenta sus ventajas y
desventajas, pero cada una de ellas debe ser
considerada como la técnica mas apropiada para
reunir todos los requerimientos que son necesarios
para la recuperacion de un tejido en particular. A
continuacion se presentan los aspectos mas
importantes de las técnicas mas usadas y reportadas,
que dieron sus primeros aportes en la generacion de
estos andamios, asi como las que actualmente se
estan usando y aun en etapa de desarrollo, dado que
cada dia aparecen nuevas y mas novedosas opciones
para fabricar soportes para esta interesante area
como lo es la ingenieria de tejidos.

1.1 Hiladoy tejido de fibras
El tejido de fibras es una de las técnicas, junto con
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la de lixiviacion de particulas y evaporacion de
solventes, que se usé inicialmente para la obtencion
de membranas y andamios tridimensionales,
teniendo mucho alcance dada la sencillez de las
mismas y sus bajos costos. Matrices 3D porosas
pueden ser construidas por la unién de fibras de
polimeros, generando una especie de nodos en los
puntos de union entre las fibras, bien sea por la
utilizacion de un polimero secundario, 0 usando una
fusion controlada entre estos, aplicando algin tipo
de sellado térmico. Por ejemplo, fibras de PGA se
han unido mediante la incorporacion en la solucién
de poli(L-Lactico) PLLA, luego estos son enfriados
y se da la posterior eliminacion del PLLA usando un
solvente que es selectivo sdlo a este polimero [34].

En el caso de un poliéster-eter biodegradable como
la Poly(p-dioxanona) (PPDX) la cual ha sido muy
usada para la fabricacion de suturas [35] también se
empleo esta técnica para el desarrollo de estructuras

Gota
Milimétrica

7 Superficie

La micropipeta toca la
linea de contacto

Figura 1. Proceso de hilado desde el fundido.

3D mediante el proceso de hilado y luego fusion
controlada [36]. En este caso primeramente se
forman los filamentos a través de un proceso de
hilacién desde el fundido (como lo muestra la figura
1).

Luego estos filamentos son  recolectados
cuidadosamente y embebidos dentro de un molde
(en este caso se usé una capsula de aluminio), la
cual es sellada y sometida a un proceso de fusion
controlado para no permitir la fusion total y
desorientacion de las fibras, sino solamente generar
una fusién superficial (considerando la temperatura
de fusién onset del polimero) que permita generar la
union interfacial entre fibras o sinterizacion [36],
como se muestra en la figura 2.

s

La micropipeta se
mueve hacia la
linea de contacto

Al retivar la
micropipeta se
produce la

nanofibra

_

Nanofibra

Figura 2. Microfotografia MEB de un sistema de hilado y tejido de fibras (por confinamiento) de polimero. Se observa
una matriz 3D porosa, construida por la sinterizacion por fusion de las fibras.
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Sin embargo, a pesar de la simplicidad de esta
técnica, las dificultades que presenta mayormente es
el control de la porosidad, el control de los
diametros de las fibras, la desorientacion de las
fibras y colapso cuando se usaba el proceso térmico
sin un buen control para la union entre los
filamentos.

1.2 Solvent casting y lixiviacion de particulas

Casi de manera simultanea, y como una
consecuencia de las desventajas que presentaba la
técnica anterior para controlar tamafio de poros y
didmetro de fibras, surge como una alternativa la
técnica de formacion de membranas por solvent
casting y lixiviacién de particulas. En este caso el
tema del control del tamafio de poros, en muchos
casos pudo ser controlado. Es por ello que en este
caso, con una buena seleccion de la sal a usar, se
conseguia controlar el tamafio de poros, a altas
concentraciones de sal, sin perder su estabilidad
fisica se podia proporcionar una interconectividad
de poros, se generaba una buena relacion superficie-
area-volumen, asi como el nivel de cristalinidad. La
técnica entonces consiste en realizar un proceso de
separacién de fases, donde se usa una solucion
polimérica, y debe tener un buen solvente y que sea
deseablemente volatil, donde se coloca un
compuesto porégeno (como una sal u otro polimero,
preferiblemente soluble en agua) el cual es
mezclado, y se deja secar hasta formar una
estructura tridimensional, que una vez formada, es
sometida a la accién de un buen solvente para el
compuesto pordgeno pero mal solvente para la
matriz polimérica, la cual finalmente va a formar la
estructura o red 3D [1, 37]. Esta estructura luego
debe ser debidamente lavada para garantizar la
eliminacion total del porégeno y de posibles restos
de solventes. En la siguiente figura 3, se presenta un
diagrama esquematico de como se puede conseguir
este proceso de formacion de andamios.

En la figura 4 a continuacion, se muestra la
obtencién de andamios 3D usando los poliésteres
policaprolactona (PCL) y mezcla PCL/PPDX
(figuras 4A y 4B respectivamente) con la inclusion
de sal (NaCl) previamente tamizada. Alli mismo se
muestra en las figuras 4C y 4D como esa estructura
3D porosa es cubierta por una monocapa celular
luego de la deposicion de células condriocitos [38].

Disclucién
SBolvente

% Gelacion

=1
—
— =

!
b

Se forma una estructura
nano fibrosa

Figura 3. Proceso esquematico para la preparacion de
andamios usando la técnica de lixiviado.

Figura 4. Observacion por MEB, de un andamio usando
poliésteres biodegradables, a través de la técnica de
lixiviacion (agente porégeno usado: NaCl).

En otro trabajo, se muestra el uso de un agente
pordgeno (carbonato de calcio) para fabricar la
estructura tridimensional, que corresponde a un
material compuesto. En este caso, se uso Poli&cido
Lactico (PLA) como matriz, un PLA modificado
con anhidrido maléico como agente
compatibilizante y la fase dispersa fue la zeina (una
proteina vegetal extraida del maiz), y el carbonato
de calcio en forma de polvo. En la figura 5, entonces
se aprecia como este agente logra formar la red 3D
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de este material compuesto [39].

Figura 5. Microfotografia de un andamio poroso de un
poliéster /zeina donde se usé como agente porégeno
CaCOs.

1.3 Espumado con gas

Una preocupacion importante con las estrategias
clasicas de fabricacion de andamios como la
evaporacion de solventes y lixiviacion de particulas,
son los posibles restos de esos solventes los cuales
conducen a una respuesta inflamatoria en el tejido
después de la implantacion. Un método que evita
cualquier tipo de disolventes organicos es el método
de fabricacion de andamios usando un gas como
agente de expansién [40]. La metodologia es crear
discos de polimero comprimidos (por ejemplo
poliésteres) que son ligeramente calentados (al
menos por encima de su temperatura de transicién
vitrea, en aquellos casos donde pueda ser necesario)
y luego con COyg.s) a alta presion. A medida que se
reduce la presion, la nucleacién y formacién de
poros se generan en la matriz de polimero en
funcion de la cantidad de gas inyectado y en la
reduccién de la tasa de presién. El tamafio medio de
poros varia desde 100 hasta 500 um. Sin embargo,
un inconveniente de este método sigue siendo que la
morfologia de poros formada corresponde a poros
fundamentalmente cerrados, lo cual es una limitante,
pues se sabe que los andamios para ingenieria de
tejidos deben garantizar interconectividad entre
poros para responder a una posterior vascularizacion
y difusion celular. Una solucion de este problema,
sin necesidad del uso de solventes, ha sido la
incorporacién de sales y su lixiviacion y crear de
esta manera una red de poros abiertos en los
andamios producidos por espumado con gas [41].

1.4 Moldeo desde el fundido

Un método alternativo para la produccion de
andamios tridimensionales, es a través de un
proceso de inyeccién en un molde desde el fundido.
Esta técnica requiere de mezclar las particulas de un
polimero y de un pordgeno que se combinan y son
inyectadas en un molde en un proceso donde la
temperatura debe estar por encima de la temperatura
de transicién vitrea del polimero (para polimeros
amorfos) o de la temperatura de fusion (para los
polimeros  semicristalinos). Después de la
reorganizacion del polimero, el material compuesto
es extraido del molde, enfriado, y se sumergen en un
liquido apropiado para lixiviar el pordgeno. La
estructura porosa resultante tiene la forma exterior
exactamente igual que la del molde. Un ejemplo
muy Gtil en este caso es mezclar poliésteres con
microparticulas de gelatina para formar el
compuesto, y luego lixiviar de esta manera la
gelatina en agua destilada o desionizada [42].

1.5 Extrusion

Mientras que la extrusiébn es un método de
procesamiento bien documentado para polimeros
industriales y diversas aplicaciones, este método es
relativamente nuevo para la fabricacién de andamios
biocompatibles y porosos. Uno de los primeros
trabajos reportados usando esta técnica aplicada a la
ingenieria de tejidos, fue el trabajo de Widmer y
colaboradores en 1998 [43], quienes utilizaron un
copolimero poliacido(Lactico-Glicélico) PLGA y
PLLA para formar andamios tubulares para la
regeneracién del nervio periférico. En este trabajo,
se fabricaron inicialmente membranas de estos
polimeros utilizando la técnica de “solvent casting”,
donde en una solucion de los mismos se dispersaron
particulas de cloruro de sodio como agente
generador de poros. Las membranas se cortaron en
un tamario apropiado se cortaron y fueron cargadas
en la extrusora. En la extrusora se aplica calor y
presion al material compuesto (polimero/NaCl) y lo
fuerza a pasar través de una boquilla (para dar la
forma deseada de cilindro tubular) y lo empuja
hacia fuera de la boquilla para formar estos
conductos cilindricos. Después los conductos se
enfrian, y se sumergen en agua para lixiviar la sal y
se secan a vacio.
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1.6 Electrospinning o electro-hilado

Esta técnica fue patentada por Formhals en 1934
[44], en donde un arreglo experimental era descrito
para la produccion de fibras poliméricas empleando
fuerza electrostatica. Cuando se producen fibras
bajo este método, el proceso se denomina electro-
hilado, mejor conocido como electrospinning [45-
47]. En otras palabras, el electrospinning es una
técnica que permite la creacion de micro vy
nanofibras a través de un chorro de solucion
polimérica eléctricamente cargada o de polimero en
estado fundido. Las fibras obtenidas a través del
electrospinning se denominan fibras electrospun
[47].

Los andamios producidos por electrospinning son
herramientas muy atractivas para la ingenieria de
tejidos, dado que estos imitan fisicamente
(biomimetizan) a una matriz extracelular natural, y
es por ello que estos andamios actian como buenos
soportes para la adhesion y desarrollo celular [11].

El equipo de electrospinning en su forma mas
basica, consiste en una pipeta o reservorio para
contener una solucién polimérica (cuya punta debe
ser un capilar metalico muy delgado a través del

1T,

=

Fuente de poder (KV)

cual descendera el polimero), dos electrodos
(formando una configuracion punta-placa), y una
fuente de voltaje de corriente continua (DC) en el
rango de los kilovoltios (kV) [46]. Debido al alto
voltaje aplicado, una gota polimérica es halada
desde la punta de la pipeta formando cientos de
fibras; cada fibra se carga eléctricamente, y dichas
cargas generan dobleces o curvas de manera que las
fibras poliméricas serpentean hasta que son
depositadas en el colector, todo esto generado por la
diferencia de potencial que esto induce. Durante ese
viaje, el didmetro de cada fibra se reduce, y el
solvente es volatilizado durante el viaje, por lo que
se garantiza su eliminacion. Finalmente, estas fibras
son colectadas, al azar, quedando sinterizadas por
algin posible resto de solvente, en la superficie
metalica dispuesta para ello, y que ha sido conectada
a tierra (voltaje cero) [1, 45-47], generando una
especie de malla. Seguidamente, se presenta un
esquema sencillo del montaje experimental o
requerimientos del proceso de electrospinning,
figuras 6-8 [46].

Parametros de soluciéon

©OG

Parametros de aguja

QO®

& Distancia punta colector ->

Figura 6. Disefio basico de un equipo de electrospinning (vertical) y variables de proceso.
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Figura 7. Disefio basico de un aparato de electrospinning (horizontal) y partes del equipo.

Solucion externa
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de lafibra
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(a tierra)

b Cono co-axial

“jet” de fibras I

Co-axiales

Solucion interna

re

Fuente de alto voltaje ]

Colector I

Figura 8. Disefio basico de un aparato de electrospinning con sistema co-axial.

El resultado del proceso es una red tridimensional
de fibras dispuestas al azar sobre la superficie del
colector, porosas, e interconectadas entre si; para
ello, durante el recorrido desde la punta del capilar
hacia el colector realizado por la fibra en formacion,
debe ocurrir la evaporacion del solvente empleado
para generar la solucion polimérica requerida.

Existen importantes caracteristicas dentro del

proceso de electrospinning [45]:

« Se debe disponer de un solvente adecuado para
disolver el polimero a emplear.

e La presion de vapor del solvente debe ser la
adecuada para que su evaporacion sea lo
suficientemente rapida para que la fibra mantenga
su integridad cuando alcance el colector, pero no

tan rapida como para permitir que la fibra se

endurezca antes de que alcance el

rango

nanométrico.

La viscosidad y tension superficial del solvente
no debe ser tan alta para prevenir que el chorro
formado no sea tan pequefio y permitir el
drenaje libre de la solucion polimérica desde el
capilar.

La fuente de poder deber ser adecuada para
superar la viscosidad y tension superficial de la
solucion para formar y sostener el chorro desde
el capilar.

La distancia entre el capilar y el colector puesto
a tierra, debe ser suficientemente amplia como
para que el solvente se evapore a tiempo y las
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fibras se formen; ademas, de que no se creen
chispas entre los electrodos.

La técnica de electrospinning permite obtener fibras
de distintas morfologias, mediante la variacion de
los parametros de proceso, modificando los
elementos o configuracion de ellos. Seguidamente
se muestran fibras electrospun de diversos tipos de
morfologias, como se muestra en la figura 9 [46].

Las tablas 1 y 2, presentan los parametros en
consideracion en el proceso de electrospinning,
cuyas modificaciones permiten obtener fibras de

25kV. X1,000 10pm 0027 12KV-13

25kV X1,000 10pm 0076 25/JUN/12

distintas morfologias como las expuestas en la
figura 9. Ademas de la morfologia, algunos de estos
parametros se relacionan con los defectos presentes
en las fibras (gotas), e influyen directamente en el
didmetro de las mismas [48].

En la figura 10, se muestra el disefio y el equipo de
electrospinning construido en la divisién de
tecnologias  tridimensionales del Centro de
Tecnologia e Informacdo Renato Archer (CTI) en
Brasil, el cual fue construido por los autores, y que
tiene una disposicion horizontal.

' . ’/_,
/ \ VA

25kV  X10,000 1pm 0078 25/JUN/12

Figura 9. Tipos de fibras electrospun. (a) aplastadas o tipo cintas; (b) microfibras porosas; (c) nanofibras; d) fibras y
membrana tipo velo; (e) mezcla de micro y nano fibras, y fibras ramificadas; (f) disefio de lo que seria una fibra coaxial.

Tabla 1. Variables del proceso de electrospinning [46,47].

Propiedades del polimero

Propiedades de la solucion

Caracteristicas del montaje

Peso molecular

Distribucion del peso molecular
Temperatura de transicion vitrea

Viscosidad
Viscoelasticidad

Concentracién

Propiedades del sustrato
Caudal de alimentacion

Magnitud del voltaje aplicado

(Tg)
Geometria y arreglo de los
Solubilidad Tension superficial electrodos. Distancia punta-
colector.
Conductividad eléctrica Presion de vapor del solvente
Humedad relativa
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Tabla 2. Efecto de los pardmetros de operacion en el tipo de fibras y mallas obtenidas.

Observaciones

Fibras discontinuas
interrumpidas en su extension
por la formacion de gotas

Discontinuidad generalizada de
las fibras con diametros no
consistentes en toda su
extension

Fibras discontinuas y de
didmetros inconsistentes en su
extension

Disminucion de
empaguetamiento de fibras o
entramado originando poros

mas amplios

X500 50pm 0000 Muestra A

Fibras discontinuas y diametros
inconsistentes en su extension

15kV X100  100pm 0012 5KV

Parametro Variacion
Disminucién
Concentracion de la
Solucion
Aumento
Disminucién
Distancia punta-
colector
Aumento
Disminucién
Voltaje
Aumento

Discontinuidad de las fibras,
posible disminucion del
entramado, y fibras con

didmetros menores

15KV X20,000 1pm 0010 125KV

A continuacion se muestran en las figuras 11 y 12,
los andamios obtenidos mediante electrospinning a
partir de dos poliésteres biodegradables, la Poli(e-
caprolactona) (figura 11) [49], y el Poliécido lactico
(figura 12) [47] wusando los equipos de
electrospinning de la USB (con disposicion vertical)
y del CTI (con disposicion horizontal)
respectivamente.

1.7 Prototipado rapido de formas libres sélidas

Es la técnica més avanzada para la fabricacion de
andamios, también conocida como sélido de libre

forma (solid free form), permite la obtencion de un
objeto tridimensional previamente modelado con un
programa de disefio afiadido por computadora
(CAD), que luego es expresado como una serie de
secciones transversales usando un método de
fabricacion por capas (capa por capa) que es
controlado por computadora [50].
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Actuador lineal Tornillo giratorio

Jeringa de vidrio E :

)

Solucion
Polimérica viscosa Motor paso a pas

|

Sefal de comando

Figura 11. Microfotografias MEB de mallas obtenidas a partir de una solucion de PCL/cloroformo (30 % p/v), d = 25 cm,
V = 15 kV. Se observan didmetros uniformes de fibras, diametro @ = 3-5 pum, estructura de poros interconectados, con
tamafio de poros = 30-50 um, y buena sinterizacion.

0.
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Figura 12. Microfotografias MEB de mallas obtenidas a partir de una solucién de PLA/cloroformo (12,5 % p/v), d = 13
cm, V =11 kV. (a) malla obtenida; (b) MEB de la disposicidon de las fibras y poros; (c) superficie porosa de las fibras; (d)
espesor de la malla 3D vy sinterizacion de la fibras; () mezcla de micro y nano fibras; y (f) detalle de las nano fibras

formadas.

Entre las tecnologias de prototipado rapido (PR)
estan [51]: modelado por deposicion de material
fundido (FDM, en inglés), sinterizacion selectiva
por laser (SLS, en inglés), estereolitografia (SLA,
en inglés), impresion por bioextrusion 3D (3D-P),
fabricacion por corte y laminado (LOM, en inglés),
fotopolimerizacion por luz UV (SGC, en ingles).
Estas técnicas permiten fabricar andamios con
arquitectura altamente reproducible y variable en
cuanto a composicion, permiten controlar tamafo,
forma, geometria e interconectividad de la matriz
produciendo estructuras biomiméticas.
Adicionalmente puede integrarse a la técnica de
adquisicion de imagenes (tomografias
computarizadas, TC) permitiendo que el injerto se
ajuste al tamafio, forma, etc. de algin paciente en
particular.

Sin embargo, hay limitaciones respecto a la variedad
de polimeros que pueden usarse [52]. Cada una de
las tecnologias mencionadas difiere en el estado y
cantidad de material empleado, traslucidez, calidad
superficial, precision, costos, propiedades de
resistencia mecanica, procesos de postcurado, entre

otros. En la tabla 3 se mostrara un resumen de las
principales diferencias entre las principales
tecnologias nombradas en el prototipado rapido.

La mayoria de los estudios de investigacion actuales
llevados a cabos por los mas importantes centros de
desarrollo y uso de prototipado rapido [53, 54],
parecen indicar que la evaluacion de parte de estas
tecnologias en funcién de costo tiempo favorecen a
la bioextrusion y a la FDM con la mejor relacién
costo-beneficio. [55]. Adicionalmente a los precios
competitivos se destacan por las buenas propiedades
mecanicas manifestadas por estas estructuras, que
pueden ser generadas formas diversas y por ser de
facil colocacion [56].

Estos motivos conducen a que en esta revision, se
considere una explicacion mas detallada de las
técnicas de prototipado rapido: Bioextrusion y
FDM, vya que han sido las técnicas mas
implementadas en la biofabricacion de implantes
por parte de nuestros grupos de investigacién. Sin
embargo alguna breve resefia se considerara sobre
las otras técnicas.
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1.8 Sinterizacion selectiva por laser (SLS)

El sinterizado selectivo por laser (conocido en inglés
bajo el nombre de SLS: selective laser sintering),
permite imprimir objetos funcionales sin recurrir a
un aglutinante intermediario 0 a una eventual etapa
de ensamble [57]. Antes de la impresion, la
concepcidn del objeto es realizada a partir de un
software de CAD (por ejemplo: CATIA,
SolidWorks, ProEngineer) para que este sea enviado
a una impresora en formato numérico. Luego, la
impresion se realiza capa por capa, a partir de
polvos fusionados, gracias a la temperatura generada
por un laser CO,. Esta tecnologia hace posible la
fabricacion de objetos a partir de una amplia gama
de materiales — como metales (titanio, acero y
aleaciones) y los polimeros (generalmente
poliamidas y policarbonatos), respetando las altas
exigencias de las piezas funcionales, como la
resistencia mecanica y la resistencia quimica y a la
temperatura. Ademas, este procedimiento permite
obtener piezas con color y sin limites de forma
gracias a la ausencia de soportes, logrando al mismo
tiempo, un alto nivel de calidad del producto y una
gran estabilidad a lo largo del proceso de
fabricacion. En consecuencia, este proceso es
utilizado, no solamente en el area de disefio y en la
industria automoévil e aerondutica, donde tiene su
mayor interés y usuarios, sino también en la
ingenieria biomédica (donde las piezas impresas
deben ser biocompatibles).

1.9 Estereolitografia (SLA)

El concepto basico de la Estereolitografia es formar
estructuras 3D mediante la laminacién de capas
delgadas en dos dimensiones superpuestas para asi
formar objetos en 3D [58]. Por lo general consiste
en el curado o solidificacion de un polimero
fotosensible liquido por un rayo laser UV
proyectado sobre la superficie de un fotopolimero.
El laser suministra la energia que induce una
reaccion quimica, enlazando un gran nimero de
pequefias moléculas (mondmeros) formando asi un
polimero  altamente  reticulado  [59]. La
Estereolitografia es un método aditivo porque
construye objetos capa por capa, y COmo
consecuencia es también generalmente conocida
como técnicas de fabricacion por capas para generar
andamios 3D. En los Ultimos afios esta técnica ha
venido siendo popularizadas dado que se usa en la
construccion de retratos tridimensionales.

1.10 Fabricacion por corte y laminado (LOM)

Se basa en el uso de una hoja de papel encolada que
se posiciona automaticamente sobre una plataforma
y se prensa con un rodillo caliente quedando
adherida a la hoja precedente [60]. La técnica LOM
€S un proceso automatizado que genera una pieza
tridimensional basada en una representacion CAD
por laminacion secuencial de laminas transversales.
El sistema Optico consta de espejos que
proporcionan el haz laser sobre la superficie en
tratamiento a través de una lente focal que lo enfoca
con un tamafo aproximado de 25mm. EIl corte del
laser es controlado por una mesa de posicionamiento
XY. El proceso de fabricacion consta de tres partes:
(1) La generacion del fichero CAD-STL; (2)
Construccion: en la fase de construccidn, las capas
finas de adhesivo recubierto con material son
secuencialmente unidos el uno al otro siendo
previamente cortados por el rayo laser. El laser
incide sobre la superficie quemando el perimetro
indicado por el modelo CAD en cada seccion
transversal, una vez hecho esto todo lo que se
encuentra dentro de los limites se libera de la hoja.
La plataforma con la pila de capas desciende y una
nueva seccion de materiales avanza. Vuelve a
ascender la plataforma y el material calentado se
superpone para ir uniéndose la pieza repitiendo el
proceso; y (3) Finalmente se separa del material de
apoyo. El factor temperatura es critico y ha de
mantenerse constante a lo largo del proceso por lo
gue la maquinaria dispone de un circuito cerrado
gue asegura este condicionante

1.11 Fotopolimerizacién por luz UV (SGC)

La tecnologia Solid Ground Curing (SGC), data del
afio 1991, y se basa, al igual que la estereolitografia,
en la solidificacion de un fotopolimero o resina
fotosensible [61]. En la fotopolimerizacién, sin
embargo, se irradia con una lampara de UV de gran
potencia todos los puntos de la seccién
simultaneamente. La tecnologia SGC realiza un
curado de un fotopolimero capa a capa. En lugar de
usar un l&ser explorador para realizar el curado de
una capa dada, la capa completa se expone a una
fuente de luz UV a través de una mascara que se
coloca encima de la superficie de un polimero
liquido. El proceso de endurecimiento requiere de 2
a 3 segundos por capa. Primeramente se genera un
modelo CAD dividido por capas para lo cual se
puede utilizar un software. Para cada capa se genera
una mascara. Se distribuye una capa plana delgada
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de fotopolimero liquido sobre la superficie de
trabajo y se coloca la méscara encima, se expone
entonces a una fuente UV de alta energia. El liquido
expuesto a la fuente solidifica y el que gueda oculto
por la méascara queda en estado liquido. Acto
seguido se limpia el area de trabajo retirando el
liquido sobrante y se rellenan las areas abiertas de la
capa con cera caliente, la cual servird de sostén al

Tabla 3. Caracteristicas de las principales tecnologias de prototipado rapido PR [51].

enfriarse. Dentro de las consideraciones geométricas
de esta técnica se tiene que el tamafio maximo de las
piezas es de: 36 x 51 x 51cm, por lo que permite
crear piezas grandes y complejas (como estructuras
de proteinas, hélices de ADN, modelo de 6rganos,
etc.) [62].

A continuacion se presenta una tabla resumen sobre
las caracteristicas de estas técnicas de PR.

SLA SGC SLS LOM FDM Bioextrusion
. S S S . Deposicion de Deposicion de
Tecnologia Polimerizacion Polimerizacion  Sinterizacion ~ Laminado filamentos polimero fundido
Léaser Si No Si Si No No
ABS, ceras, Polimeros
Policarbonato Papel Nylons, PLA termoplasticos en
Materiales Fotopolimeros Fotopolimeros Poliamidas Poliésteres (deben estar en general.
Ceras poliamidas forma de Poliésteres
filamentos) biodegradables
Tamario de - 45-100 100-1000 200-1000
poros (um)
Resolucion 0,05 0,05 0,075 0,05 0,05 01
(mm)
Pr(‘:g'ms')"” +0,020 +0,020 +0,250 +0,020 +0,125 +0,050
Tamafio depende de
maximo de 50x50x60 36x51x51 30x40 lamina 30x30x30 25x30x40
piezas (cm) usada
Materiales
Material mas . economicos y mayor
P Materiales variedad, no necesita
econoémico y - )
d Alta econdémicos y de soportes ni de
L e mayor iy . ;
Alta precision, variedad. no | Precision,y | mayor variedad, no filamentos
. mejores S es mas necesita de previamente
Tecnologia : necesita de L A
e propiedades rapido que soportes, mas formados. No
madura, rapida y L soportes. No L .
. S mecanicas y no - los otros rapido que SLA. necesita de solventes.
Ventajas alta precision . necesita de . . ~
necesita de métodos, No necesita de Grandes tamafos de
solventes. - >
soporte - materiales solventes. Alto poros. Alto radio
Alto radio - . e
. baratos radio superficie/ superficie/
superficie/ .
Volumen. Volumen. Permite la
Volumen. . L
inclusion de
pordgenos.
Equipo de alta Piezas pu_eder_l
I tener apariencia
Modelos complejidad y . .
. Las piezas granulada. Piezas pueden tener
traslucidos, grande que - Puede -
- . tienen un . Depende de que el | alguna deformacion,
quebradizos, necesita de ocurrir .
. 8 aspecto material este en altos % de
necesita de mucho espacio, laminad deforma- f de fil o
Desventajas | soportes. Pueden | Y estecnologia _\aminado, cion de las orma '.5, lamento contraccion.
| tiene una baja - con didmetros Altas temperaturas
tener restos de cara. Pueden - laminas e
. tolerancia especificos. de proceso
mondémero. tener restos de
. Altas temperaturas
mondémero.
de proceso
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1.12 Bioextrusion

La bioextrusion es una técnica de prototipaje rapido
basada también en la técnica cléasica de extrusion de
polimeros [63], donde los andamios porosos, se
hacen por capas de microfilamentos que son
direccionalmente extruidos y alineados [64], como
se muestra en la figura 13. Mientras que en la figura
14, se observan estructuras 3D obtenidas mediante
la técnica de bioextrusion, donde los didmetros
promedios de fibras son de 200-250 um, asi como
los tamafios de poros.

En la figura 13 se muestra un esquema del equipo de
deposicion de fibras 3D. Dicho sistema procesa
materiales variados con altas presiones y
temperaturas, que van desde polimeros sintéticos y
naturales, hasta biocompuestos, materiales de alta,
media y baja viscosidad. Uno de los retos que tienen
hoy dia muchas investigaciones es tratar de llevar de
manera directa ciertas lineas celulares durante el
proceso de fabricacion de este tipo de andamios 3D
mediante bioextrusion.

Ademas, actualmente estos equipos pueden poseer
un sistema de esterilizacién incorporado; que

permite la fabricacion de andamios con diferentes
configuraciones (basados en algun tipo de software),
lo que conlleva a que se puedan tener diferentes
geometrias de poros y diferentes porosidades y
formas de interconectividad entre esos poros. Posee
una plataforma y un sistema de deposicién movil en
los planos X, y, z ; lo que permite justamente
construir las estructuras 3D con un cierto nimero de
capas (figura 14). Como se muestra en la siguiente
figura, las estructuras obtenidas pueden llegar a ser
del orden de ~100-200 pum.

A continuacién, en la figura 15, se muestra que no
solo se puede usar el sistema de bioextrusion para
obtener andamios construidos con homopolimeros,
sino que también se pueden usar polimezclas. En
este caso se muestra una PLA/PCL (en diferentes
rangos de composicion p/p), se aprecia que a pesar
de las diferencias en el punto de fusion de los
polimeros que conforman esta mezcla, se pueden
obtener estructuras interesantes y con buena
estabilidad dimensional [65].
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Figura 13. Esquema de un equipo de bioextrusion para deposicion de fibras 3D [63].
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Figura 14. Esquema del desarrollo de estructuras 3D usando una bioexttrusora. Fotografia de la maquina durante el
proceso de fabricacion de un andamio de PCL. Detalle visto por MEB.

-

Figura 15. Micrografias MEB de andamios 3D obtenidas mediante bioextrusion, usando los homopolimeros PCL y PLA 'y

polimezclas PLA/PCL 90:10 y 80/20 respectivamente.

1.13 Deposicion de material fundido (FDM)

El modelado por deposicion de material fundido
(FDM, por sus siglas en inglés Fused Deposition
Modeling) esta basado en la deposicion sobre una
plataforma de capas de material fundido proveniente
del calentamiento y ablandamiento de filamentos de
polimeros para la fabricacion del modelo [66]. Al
mismo tiempo otros filamentos blandos forman

apoyo para las superficies libremente suspendidas
del modelo, para poder ser construidas. El polimero
mas empleado en el filamento para el modelo es el
ABS (acrilonitrilo butadieno estireno). La maquina
de FDM posee una plataforma recubierta con una
espuma densa y flexible que se mueve en sentido
vertical (eje z) y un cabezal equipado con dos
boquillas extrusoras del filamento calentado: una
para la alimentacion de las capas del modelo
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disefiado y otra para la construccion de los soportes.
Los filamentos se almacenan en la maquina, la cual
es calentada al vacio. Debe evitarse la humedad del
material dentro de la boquilla extrusora, de lo
contrario se formardn ampollas que impediran la
continuidad de deposicion del material fundido. Las
boquillas de extrusién son alimentadas a través de
dos guias giratorias conectadas a un motor que van
transportando los filamentos almacenados en un
rollo. El software utilizado por el equipo FDM es
una combinacién de CAD/CAM, no integrado a la
maquina, ésta Ultima se conecta al computador con
el sistema CAM (siglas en inglés de manufactura
asistida por computador), que se encarga del
monitoreo de los comandos de construccion. Para
cada capa se generan comandos por los cuales la
boquilla va depositando el material fundido. Al
finalizar cada capa el cabezal desciende y se lleva a
cabo la deposicion de mas material en una nueva
capa. La operacién se repite hasta que el modelo
haya culminado. Ademas del ABS, resinas
termoplésticas adecuadas a este proceso son también
usadas, lo cual incluyen poliésteres (como el PLA

Gltimamente  muy  empleado), polipropileno,
elastomeros, [67]. La escasa o nula cantidad de
material perdido durante y después del proceso
implica una limpieza reducida del equipo. La figura
16, muestra un esquema del equipo FDM para
prototipado rapido.

Las siguientes figuras 17, 18 y 19, muestran detalles
de las geometrias que se pueden disefiar a través de
un software de computador (como el Rhinoceros
[68] que es un software libre usado por el CTI) y
como estas geometrias pueden ser totalmente
alcanzadas a través de un equipo de PR tipo FDM
copiando fielmente la disposicion en diferentes
angulos de los filamentos de cada capa de la
estructura tridimensional. Posteriormente como esta
disposicion y buena sinterizacion entre filamentos e
interconectividad entre los poros creados puede ser
verificada usando la técnica de microscopia
electronica de barrido (como lo resume la figura 19).

Filamento de
Modelo

FPoleas

Meodelo Extrudado

Soporte |
Extrudado

 Filamento de
Soporte

Calentadores

Tt

Base de
'Poliuretano

Figura 16. Esquema de una maquina FDM de prototipado répido.
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Figura 17. Disefio de andamios, usando el software Rhinoceros ® program; considerando la orientacion de la deposicion
de las fibras capa por capa. Vista superior del disefio. Orientacion entre fibras: a) 36 °, b) 40 °, ¢) 56 ° d) 120 °.

Figura 18. Fotografia de los andamios construidos mediante FDM, siguiendo las indicaciones pautadas por el software
Rhinoceros ® program; considerando la orientacion de la deposicion de las fibras y numero de capas (como se mostré en
la figura 17 anterior).
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Parametros

0.7mm
136°/36°/

10 layers

0.7mm
140°/40°/

9 layers

0.7mm
/56°/56°/

6 layers

0.7mm
1120°/120°/

6 layers

0.7-0.5-1mm
/90°/

9 layers

Rhinoceros®

Observacion por MEB

Figura 19. Relacion entre el disefio del andamio usando el software Rhinoceros ® program, y la observacion por MEB de
la disposicion real de las fibras. Se aprecia que la maquina FDM consigue copiar bien el sentido de deposicion de las fibras

de acuerdo al patrdn de fibras disefiado.

1.14 Sistemas hibridos o de doble escala

Una de las grandes limitaciones que presentan los
andamios construidos a través de bioextrusion o
FDM es que generalmente se producen poros con
tamafios de poros muy grandes, los cuales podrian
ser para algunos sistemas celulares muy poco
ventajosos para garantizar un adecuado proceso de

adhesion y proliferacion celular. A diferencia que el
electrospinning, como vya fue anteriormente
expuesto, que logra biomimetizar bastante bien la
matriz extracelular. La desventaja entonces de los
sistemas bioextruidos o por FDM, unido con la
ventaja de las estructuras obtenidas por el
electrospinning pueden ser de alto interés para de
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ese mondo proponer la construccion de un sistema
hibrido, que vendria a ser realmente un sistema de
doble escala [69].

Es asi, como una de las estructuras tipo andamio
donde se pueden combinar técnicas, es la
construccion de los denominados sistemas hibridos
(desde el punto de vista de varias técnicas usadas) o
de doble escala (desde el punto de vista de los
diferentes didmetros que se pueden alcanzar en los
filamentos que conforman estas estructuras 3D). En
este caso se pueden usar las técnicas de
bioextrusion, o de FDM vy electrospinning. Esto no
solo permite la combinacién de técnicas, sino
también la combinacion de materiales que pueden
ser usados para la fabricacion de estos novedosos
sistemas.

En este caso, capa por capa se obtiene mediante las
técnicas de FDM o Bioextrusion y con un patrén
predefinido, un filamento de una masa fundida de
polimero y el andamio 3D se va construyendo
colocando capas una encima de la otra. De esta
forma, la arquitectura 3D final esta determinada, y

los filamentos que la constituyen son generalmente
gruesos y con grandes tamarios de poros.

Luego de esto se puede incorporar la deposicion de
filamentos que estardn a micro y nanoescala
utilizando electrospinning. Entonces, bien sea en la
parte superior del andamio ya formado por
bioextrusion o FDM, por ambas caras, o entre las
capas que lo conforman, se puede aplicar la técnica
de electrospinning, dejando asi entre los poros una
malla fina y que biomimetiza una matriz
extracelular. La idea se muestra claramente en la
figura 20, donde se presenta un esquema del proceso
de dos pasos para la fabricacién de andamios 3D de
doble escala: (a) en primer lugar, una estructura de
microfilamentos 3D de PLA fue construida capa por
capa mediante un proceso de bioextrusion; (b) en
segundo lugar, usando electrospinning se depositan
fibras ultrafinas de PLA y/o PCL. En las figuras 21
y 22, se muestran detalles, usando microscopia
electronica de barrido, de este tipo de sistema
combinado o hibrido.

'

fuentede
poder (KV)

movimientoen
3D (x Y, 2)

cicl

Impresion
3D

combinacion

ekctios pinning

?

d

CO|EC'(CX

estructura hibrida

Figura 20. Disefio propuesto de como se pueden combinar las tecnologias (0 materiales). Imagen (a) de impresion 3D
(bioextrusion o FDM), con (b) la técnica de electrospinning; para construir (c) un sistema hibrido.

©2017 Universidad Simén Bolivar 139

Rev. LatinAm. Metal. Mat. 2017; 37 (2): 120-146



Rev. LatinAm, Metal. Mat, AT e

A% 74

x
w
o !

5000 wrlgog

XK -

X50 500pm 0104 D

Figura 21. Micrografias SEM del andamio hibrido y a doble escala. (a) andamio 3D de PCL
obtenido por bioextrusion, donde se muestran los macro poros. (b) imagen del sistema combinado después de la
deposicion de micro y nano fibras de PLA usando electrospinning. Estos filamentos muestran una orientacién preferencial
y cubren los macros poros creados por bioextrusion, generando un mejor soporte para cultivo celular. ( ¢) detalle la buena
adhesién que tienen los filamentos depositados por electrospinning sobre los filamentos previamente creados.

16kV  X20,000 1pm 0010 12,5 KV

\

Figura 22. Microfotografia MEB de um sistema hibrido. La base construida por FDM usando PLA, y luego la deposicion
de fibras de PCL usando electrospinning. Se muestran (con las flechas) detalles de los diferentes niveles de didmetro que
se pueden alcanzar en estos sistemas combinando tecnologias y materiales.

los mismos en base a su composicion pueden

1.15 Otros tipos de andamios T - !
presentar una estructura de red tridimensional tipo

1.15.1 Hidrogeles andamio, es decir porosa y con interconectividad,
Si bien los hidrogeles no son materiales que se que los convierte en potenciales biomateriales para
preparen mediante el uso de alguna técnica de aplicaciones en ingenieria de tejidos [70].

manufactura como las mencionadas anteriormente, Los hidrogeles son materiales poliméricos
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reticulados naturales o sintéticos que al entrar en
contacto con el agua, se hinchan y se vuelven
blandos y elasticos [71, 72]. Una parte significativa
de ellos no se disuelve debido a las reticulaciones
(que pueden ser fisicas y/o quimicas), y debido a la
flexibilidad de las cadenas del polimero, es posible
gue las moléculas de disolvente ingresen en la
estructura tridimensional sin menoscabo de su
estabilidad dimensional [73].

El caracter hidréfilo de estos geles es debido a la
presencia de grupos hidréfilos dentro de la red
polimérica 3D tales como: alcoholes, é&cidos
carboxilicos, amidas y acidos sulfénicos, entre otros
[74], estos geles pueden absorber desde bajos
valores de agua (si son altamente reticulados y mas
rigidos, entre 10-20%) hasta > 1000 % de su peso
seco en agua. En base a su estructura quimica,
pueden tener la capacidad de cambiar su
comportamiento de hinchamiento, en respuesta a
estimulos externos, tales como cambios en el pH, la
fuerza ionica, temperatura [70, 75].

En el caso de los trabajos que dirigimos en nuestras
investigaciones, trabajamos preferencialmente en
sistemas denominados de red interpenetrada. Un
hidrogel de Red interpenetrada (IPN) corresponde a
una mezcla de dos o mas polimeros reticulados, que
pueden ser incompatibles, pero estan entrelazados

fisicamente, formando una estructura
tridimensional, y que puede tener como beneficio
las caracteristicas fisicas y quimicas de la matriz y
de la red interpenetrada que los conforma [71].

En el caso del trabajo desarrollado por J. Rojas y
Sabino [76], en la formulacién de hidrogeles en base
acrilamida y con red IPN de oligosacaridos de
quitosano y/o Polivinilalcohol, se lograron obtener
apositos flexibles los cuales podrian servir para los
procesos de regeneracion de piel que haya sufrido
quemaduras graves. En esta investigacion se verifico
la capacidad de absorber y liberar farmacos como
antibidticos, antinflamatorios, etc. En la siguiente
figura 23, se muestra uno de los apositos
(acrilamida/PVA) y su morfologia interna observada
mediante microscopia electrénica (MEB). En esa
misma figura se muestran también hidrogeles
obtenidos a partir de soluciones viscosas de
quitosano, el cual fue reticulado usando genipina
gue es un agente reticulante extraido naturalmente y
que posee caracter biocompatible.

o 10 1nl 12 1y oy ‘.“"‘NI-I‘.X

20kV X300 50pm

25kV X500 50um 0082 F3PVAF

i 4
0002 0.01-196

Figura 23. Superior: Fotografia de los andamios interpenetrados Acrilamida/PVA sintetizados en forma de ldminas
flexibles (ap6sitos), y su morfologia interna observada por MEB. Inferior: morfologia interna de hidrogeles de Quitosano

reticulados con genipina.
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1.15.2 Bioprinting

Bioprinting 3D es el proceso de creacion de
patrones o estructuras donde se colocan células en
un espacio cerrado usando algunas de las
tecnologias de impresién 3D, donde se espera que la
funcidn celular y su viabilidad se conservan dentro
de la construccién previamente impresa [77,78]. En
general, Bioprinting 3D utiliza el método de
adicionar capa por capa para crear estructuras de
tejido similar a las que se utilizan en campos de la
ingenieria de tejidos. La técnica Bioprinting cubre
una amplia gama de materiales. Actualmente,
muchas nuevas investigaciones afirman que el
Bioprinting se puede usar para imprimir tejidos y
6rganos para ayudar al suministro y la liberacién de
farmacos. Ademas, el Bioprinting 3D ha comenzado

Pre-procesamiento  Procesamiento

L 28GR0

Bio-imagem
CAD

Bio-impresion

Q

a ser incorporado como un método para la impresion
de andamios. Por ejemplo, segin estos reportes,
estos andamios se pueden utilizar para regenerar
articulaciones y ligamentos [79]. La primera patente
relacionada con esta tecnologia fue presentada en
los Estados Unidos en 2003, y luego de todo el
proceso de analisis fue concedida en el 2006, por lo
que la hace una de las técnicas mas novedosas en la
altima década [80].

Entonces, esta tecnologia de impresion, que puede
ser usada para la impresion de 6rganos artificiales
Bioprinting 3D [81], usa la analogia con la
tecnologia de prototipado rapido, y se puede dividir
en tres pasos mas importantes: pre-procesamiento,
procesamiento y post-procesamiento (ver figura 24).

Post-procesamiento

o

: é 2
Oy
N
L
Bioreactor
Bio-monitoreo

Fase clinica

Figura 24. Etapas principales en la tecnologia Bioprinting para impresion de 6rganos.

Etapa de Pre-procesamiento

La etapa de pre-procesamiento se puede definir
como el desarrollo del disefio asistido por
computador, es decir corresponde al "plano o
modelo" del tejido humano u 6rgano en 3D, basado
en el uso de modalidades de imagenes clinicas
(como Tomografias) y softwares especiales de
prototipado rapido [77,78]. Esto genera lo que se
conoce como Blueprint que no es mas que el archivo
STL que conforma la instruccion real para el
bioprinter robético y manda hasta ese equipo las
instrucciones de como imprimir o construir un tejido
3D. Esta es una etapa fundamental, ya que no es
posible la bio-impresion de oOrganos y tejidos
humanos sin el desarrollo de estos "planos o
modelos” basados en CAD, como lo muestra la

figura 25.

Es por eso, que la realizacion de la tecnologia de
prototipado répido es imposible sin las herramientas
computacionales, la informatica y el software
correspondiente. La adquisicion de imagenes
clinicas utilizando  modernas  técnicas  de
imagenologia, tomografias, resonancia magnética,
etc., y transforméndolas en disefio asistido por
computador (CAD) y archivos STL generados son
pasos realmente importantes y esenciales en el
proceso de Bioprinting. Los modelos matematicos
podrian también ser utilizado para la cinética de
prediccion de la siembra de células, el crecimiento
de tejido, la oxigenacion y la vascularizacion en las
construcciones de tejidos usando Bioprinting [82,
83].
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Figura 25. Del “plano o modelado” a las estructuras finales. Donde se plantea el uso de microparticulas (denominadas

spheroids) que son colocadas por capas.

Etapa de Procesamiento

El procesamiento o el Bioprinting robética (como
tal) asistido por computador incluyen la preparacion
de la "bioink™ tinta o esferoide que es una micro
estructura de tejido auto-ensamblado; el desarrollo
del "bio-paper" o hidrogel procesable 'y
biocompatible; y el uso de "bioprinter robético”
que no es mas que un dispensador robético de alta
precisién y controlado por un computador. Ya hay
varios bioprinters 3D disponibles en el mercado y
dispensador de robética. El centro de tecnologia CTI
en Campinas (Sao Paulo — Brazil) cuenta con el
equipo BIOFAB@CT]I que es una bio-impresora 3D
[84] que puede ser usada para estos fines.

Etapa de Post-procesamiento

El resultado inmediato de la técnica de Bioprinting
no es el organo funcional y viable [84]. Es
importante darse cuenta de que se necesita de
tiempo para que estos esferoides del tejido bio-
impreso se fusionen y el tejido bio-impreso se
compacte, remodele y madure, con la finalidad de
tener entonces estructuras que correspondan a
tejidos (neonatos) funcionales [86]. Es decir, con el
fin de convertir estas estructuras bio-impresas en un
tejido funcional o en un 6rgano adecuado para su
implantacion clinica en el cuerpo humano deberé
efectuarse un proceso de fusion de tejidos,
activacion del proceso de remodelacidn tisular y la
maduracion del tejido funcional. Este proceso debe
realizarse en camara de perfusion disefiado
especialmente 0 que son conocidos como
"bioreactores”; y el tiempo que precisa para que esto
ocurra es relativamente corto tiempo (requiere de
dias o semanas, no de meses). En un Bioreactor de
perfusion basado en "la maduracion acelerada del
tejido" requiere de una monitorizacion no invasiva y
no destructiva de la maduracion del tejido bio-

impreso [87]. Esta etapa de post-procesamiento es
probablemente el paso mas esencialmente crucial en
la tecnologia de impresion de érganos, y para que
este post-procesamiento sea eficaz asi como la
maduracion de un tejido acelerado requerira del
desarrollo de nuevos tipos de bioreactores, de
tecnologias de maduracidn de tejidos mas eficientes,
asi como de métodos no-invasiva y un bio-
monitoreo no destructivo. Es por eso, que a pesar de
gue se hacen esfuerzos en este tipo de tecnologia
desde la ultima década, aun son muchos los retos
que se deben vencer para poder garantizar el
desarrollo de un tejido u érgano artificial a partir de
esta novedosa tecnologia.

2. CONCLUSIONES

Para satisfacer las necesidades de diversos tejidos en
cuanto a sus procesos de reconstruccion 'y
reemplazo, diversas estrategias de ingenieria han
intentado  proporcionar de manera artificial,
soluciones bioldgicas permanentes.

Como componentes claves de cualquier aplicacion
de la ingenieria de tejidos, los andamios requieren
para garantizar su biocompatibilidad de una alta
porosidad, tamafio de poros e interconectividad,
superficie o topografia y caracteristicas quimicas
adecuadas para que ocurra la adhesion, proliferacion
y migracion celular, asi como también la difusion de
nutrientes y vascularizacion. También requieren que
sean biodegradables y con una buena integridad
mecanica temporal.

La técnica de procesamiento de andamios que sea
seleccionada puede tener un profundo efecto sobre
las propiedades finales y la geometria de los
andamios. Los esquemas de fabricacion en esta
revision y su desarrollo en el tiempo ofrecen una
solucidn practica y prometedora para la fabricacion
de andamios que puedan reparar y regenerar
diferentes tipos de tejidos (duro, suave, elastico,
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etc.). Cada método presenta sus ventajas distintivas
(por ejemplo la facilidad de procesamiento, la
capacidad de incorporar moléculas bioactivas, o el
aumento de las propiedades estructurales, entre
otras) y sus limitaciones (ejemplo algunos polimeros
son mejores para una técnica u otra, el uso de
biopolimeros que a veces ofrecen buena
biocompatibilidad, pero son dificiles de procesar y
no presentan las mejores propiedades mecanicas, la
posible presencia de restos de disolventes organicos,
equipos sofisticados requeridos, y los costos, etc.).
Por lo tanto no existe una técnica universal para la
fabricacion de andamios y para todas las
aplicaciones de ingenieria de tejidos. Dependiendo
del tipo de tejido y el grado de dafio del tejido, del
proceso de regeneracion, y las propiedades del
andamio se deben priorizar con el fin de seleccionar
el método de fabricacion y material mas adecuado.
En la actualidad, los "ingenieros de tejidos" y otros
profesionales, dado el caracter multidisciplinario de
esta interesante drea, estan trabajando para
incorporar a los andamios moléculas bioactivas,
farmacos y también el gran reto de incorporar lineas
celulares durante el proceso de fabricacion. El reto
siempre ha sido también desarrollar materiales
inteligentes y producir estructuras con propiedades
mecanicas que coincidan con la de un tejido
especifico, y de esa manera mejorar el tiempo de
produccién y por tanto sus costos. Los hidrogeles se
presentan ademas como otro tipo de estructura
tridimensional porosa y con caracter blando que
puede ayudar a los procesos regenerativos de ciertos
tejidos. Actualmente, respecto a las técnicas de Bio-
impresion, se estan dedicando esfuerzos para poder
entender y biomimetizar la generacion de 6rganos
artificiales, pero todavia no se tienen resultados
contundentes, dado que no solo implica la
generacion de una estructura soporte sino que esta
cumpla con las funciones metabolicas y fisioldgicas
caracteristicas de cada 6rgano.

Finalmente, estas tecnologias y procedimientos aqui
considerados van a permitir obtener esas
interesantes estructuras 3D cuyo objetivo final es
ayudar a que haya una integracion tejido-implante,
durante el proceso de regeneracion, y mejorando
considerablemente  la  biofuncionabilidad vy
biocompatibilidad del mismo.
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