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Tissue Engineering is defined as the science of design and manufacture of new tissues.
It is a multidisciplinary field that requires the combination of biology (responsible for the
technology of cultured cells together with growth factors), with materials engineering
(whose purpose is the development of 3D structures called scaffolds) for their
implementation in regenerative medicine. In this sense, in the present work a device
formed by a polycaprolactone (PCL) support was developed on which a gelatin matrix
(GE) is deposited and, finally, on the top, a collagen-based scaffold (C) is bioprinted
together with a colony of cells. Once the device has been prepared at 22 °C, the gelatin
matrix is discarded in an incubation stage at 37 °C, leaving the scaffold (C) deposited on
the PCL support. Finally, the PCL-scaffold assembly is taken to a stage in a bioreactor
to promote cell growth. This device is mechanically and microstructurally evaluated,
together with cell viability studies, considered as one step further in its application in
Tissue Engineering for the reconstruction of muscle tissue.

Keywords: tissue engineering; 3D bioprinting, scaffold; collagen; cell viability;
histochemical studies

DESARROLLO DE ANDAMIOS MEDIANTE BIOIMPRESION 3D CON UN
POTENCIAL USO EN INGENIERIA DE TEJIDOS

La Ingenieria Tisular se define como la ciencia del disefio y fabricacion de nuevos
tejidos. Es un campo multidisciplinar que precisa de la combinacién de la biologia
(encargada de la tecnologia de células cultivadas junto con factores de crecimiento),
con la ingenieria de materiales (cuyo fin es el desarrollo de estructuras 3D denominadas
andamios) para su implementacidon en medicina regenerativa. En este sentido, en el
presente trabajo se desarrolla un dispositivo formado por un soporte de policaprolactona
(PCL) sobre la que se deposita una matriz de gelatina (GE) y, finalmente, en la parte
superior, se bioimprime un andamio de base colageno (C) junto con una colonia de
células. Una vez elaborado el dispositivo a 22 °C, se desecha la matriz de gelatina en
una etapa de incubacién a 37 °C, quedando por lo tanto el andamio (C) depositado sobre
el soporte de PCL, finalmente el conjunto PCL-andamio es llevado a una etapa en un
biorreactor para favorecer el crecimiento celular. A este dispositivo se le evaluan las
propiedades mecanicas y microestructurales, ademas de realizar estudios de viabilidad
celular, permitiendo dar un paso mas en su aplicacion en Ingenieria Tisular para la
reconstruccion de tejido muscular.

Palabras clave: ingenieria de tejidos; bioimpresion 3D; andamios; colageno; viabilidad
celular; estudios histoquimicos
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1. Introduccioén

La Ingenieria Tisular, o Ingenieria de Tejidos (IT) surgié por primera vez en los anos 80,
tomando como punto de partida los estudios pioneros de Yannas, y, sobre todo Vacanti,
quien concibié la idea de dotar a las células de un soporte para que pudieran crecer y, en
ultimo término, formar un tejido (Dagalakis et al., 1980). No obstante, hasta el afio 2000 no
se obtuvo una definicion de IT que fuera aceptada por la mayoria de las personas que
trabajaban en el campo, definiéndose como la ciencia del disefio y fabricacién de nuevos
tejidos para el restablecimiento funcional de 6rganos alterados y la sustitucién de
estructuras danadas por traumatismo y enfermedades (Reddi, 2000; Machluf y Atala, 1998).
De esta forma, la IT es un campo multidisciplinar donde interactian distintas ramas de la
ciencia como pueden ser la Quimica, Medicina, Biologia e incluso la Ingenieria. En este
sentido, la IT consta esencialmente de tres elementos: las células, los factores de
crecimiento, que permiten el control preciso y continuo de las condiciones de crecimiento
celular, y los andamios, siendo estos ultimos la plataforma de anclaje y adhesion para las
células, dando lugar a su proliferacion y diferenciacion. Dentro de los andamios, aquellos
con una determinada porosidad se han utilizado ampliamente en IT para proporcionar una
estructura tridimensional para los estudios de regeneracion de tejidos. Independientemente
de la aplicacion, la materia prima utilizada y la estructura interna del andamio tienen un
efecto significativo sobre la actividad celular, por lo que es evidente que la eleccién de un
andamio adecuado es esencial para un crecimiento celular 6ptimo (Sachlos y Czernuszka,
2003). Ademas, el andamio debe satisfacer una serie de condiciones, como ser
biocompatible, tener una estructura macroscépica que imite aquel tejido que va a sustituir,
tener cierta resistencia mecanica o constar de una estructura interna porosa con un
determinado tamano de poro e interconectividad. Estas ultimas caracteristicas influyen en
la actividad celular, pues un tamafo y una distribucion de poros adecuada garantizan una
buena insercion y crecimiento celular en el interior del andamio, favoreciendo su
biointegracion.

Dichos andamios se construyen con materiales cuya naturaleza esté acorde con la funcion
de la estructura del 6rgano o tejido donde se vayan a implantar. Aunque los polimeros
sintéticos son los que mas se emplean hoy en dia (Geutjes, et al., 2006) las opciones mas
atractivas son aquellas basadas en proteinas y polisacaridos, debido a su alta
biocompatibilidad. Asi, se pueden encontrar andamios de colageno, gelatina, fibrina,
elastina, alginato, quitosano, etc. No obstante, entre todas las materias primas posibles,
destacan el colageno tipo | y la gelatina que pueden adoptar multitud de estructuras,
similares a las bioldgicas.

El colageno tipo I, se encuentra abundantemente en la dermis, huesos y tendones. Se
presenta en fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de diametro agrupandose, formando fibras
mayores. Sus subunidades mayores estan constituidas por cadenas a de dos tipos
(lamadas a1 y a2), que difieren ligeramente en su composicion aminoacidica y en su
secuencia (Di Lullo et al., 2002). El colageno desnaturalizado (denominado gelatina) tiene
multitud de aplicaciones, entre las que destaca su aplicacion en la industria farmacéutica y
en la industria alimentaria (Senaratne et al., 2006).

Existe un amplio abanico de técnicas para la elaboracién de andamios que van desde el
autoensamblaje hasta el electrohilado, pasando por técnicas de separacion de fases
(Pérez-Puyana et al., 2020; Park et al., 2002). Sin embargo, en los ultimos afos, se esta
desarrollando un interés muy relevante por la impresion 3D. La bioimpresién 3D consiste,
en grandes rasgos, en un proceso de construccion capa a capa de andamios
tridimensionales basados en un disefo previo realizado por ordenador, estos se fabrican
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de polimeros biocompatibles los cuales no producen rechazo por el cuerpo. Una vez
fabricados los andamios, estos deben albergar los otros dos componentes imprescindibles
en la Ingenieria de Tejidos como son las células y los factores de crecimiento. Por esto, la
metodologia actual de siembra 3D se realiza en biorreactores en lugar de hacer un
crecimiento estatico. El biorreactor recrea las condiciones propias del tejido muscular in
vivo, sometiendo al andamio sembrado a la estimulacién mecanica, promoviendo asi de
manera mas eficiente la repoblacién celular, la diferenciacién y la remodelacion del andamio
disefiado (Akter, 2016; Wang et al., 2013). Tras cumplir su papel como estructura base, los
andamios desaparecen porque son biodegradables.

Este trabajo es parte de la linea de investigacion dedicada a la reologia y procesado de
geles biopoliméricos a base de proteinas y/o polisacaridos, perteneciente al grupo de
investigacion “Tecnologia y Disefio de Productos Multicomponentes” (TEP-229). En este
contexto, se desarroll6 un dispositivo, para la fabricacion de andamios basados en
colageno, utilizando la técnica de bioimpresién 3D, asi como la caracterizacion dichos
andamios desarrollados.

1.1 Bioimpresion 3D

La bioimpresion 3D, a pesar de que es una técnica futurista, comenzo a desarrollarse en la
década de los 90, mediante la modificacion de una impresora 3D convencional. Las
primeras impresiones se llevaron a cabo con distintas soluciones y células, creando asi las
primera biotintas, cuyo objetivo final era formar tejidos (Seedhouse, 2014).

Posteriormente, en 1996 surge por primera vez la idea de bioimpresion 3D de 6rganos, con
los estudios de Forgacs y Hull (Murphy y Atala, 2014). En dichos estudios se observé que
las partes biolégicas presentan propiedades similares entre ellas, permitiendo asi, que los
tejidos biolégicos como las células de la sangre se puedan imprimir en cuestion de
segundos.

La tendencia de la bioimpresion 3D en los ultimos afios se centra en dos lineas muy
definidas. La primera de ellas se basa en hacer andamios permanentes, es decir prétesis.
Entre los diversos estudios destacan el desarrollo de nuevos filamentos ceramicos con
potenciales aplicaciones en Ingenieria de Tejidos (Rojas-Lozano et al., 2019), las nuevas
prétesis otorrinolaringolégicas que se consiguen gracias a las tecnologias de adquisicién
de imagenes avanzadas (Di Gesu et al., 2020) y las nuevas protesis con sensores y/o
actuadores (Zolfagharian et al., 2016). La segunda linea de investigacion es el desarrollo
de andamios biodegradables, cuya finalidad es la reconstruccién o regeneracion de érganos
y/o tejidos (Wu et al., 2020; Leberfinger et al.,2019).

2. Objetivos

El objetivo principal del proyecto consiste en el desarrollo de un dispositivo multiple. Para
ello, se utilizd la técnica de bioimpresion 3D, desarrollando asi andamios basados en
colageno, con células incorporadas. Estos andamios, ademas, deben presentar unas
adecuadas propiedades mecanicas y morfolégicas para su uso potencial en el campo de la
Ingenieria de Tejidos. El dispositivo consta de un soporte de policaprolactona (PCL) sobre
el que se bioimprime una matriz de gelatina (GE) y, sobre esta, un andamio de base
colageno (C). Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Fabricacion de andamios con diferentes materias primas.
- Caracterizacion de las propiedades mecanicas y morfolégicas de los andamios.

- Evaluacion de la viabilidad celular de los andamios.
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3. Metodologia

3.1 Materiales

El soporte es fabricado de policaprolactona de alto peso molecular (50.000 g/mol) y es
suministrado por la empresa 3D4MAKERS (Holanda). Para la matriz se ha utilizado un
concentrado proteico de gelatina (G) procedente de la empresa HERNAN BOOM GELTAIN
CO. LTD. (China). La ficha técnica indica que se trata de tipo Il, la cual tiene un indice de
Bloom comprendido entre 80-120 y posee un porcentaje de materia proteica superior al 95
% (tratandose, por tanto, de un aislado proteico) y de cenizas inferior al 1% y como
disolvente acido acético 0,05 M el cual tiene un pH acido de 3,2 que solubiliza a la gelatina
(Pérez-Puyana et al., 2019). Por ultimo, para los andamios se ha utilizado un concentrado
proteico de colageno (C) suministrado por la empresa HERNAN BOOM GELTAIN CO. LTD.
(China). La ficha técnica indica que se trata de colageno tipo |, procedente de la cola del
fibroblasto L-929 y posee un porcentaje de materia proteica superior al 98 % y también se
usan como materias primas en menor cantidad (a’): matrigel (MG) suministrada por la
empresas CORNING MATRIGEL (EE. UU.), fibrinbgeno suministrado por MP
BIOMEDICALS LLC (China), albumina de suero bovino suministrada por SIGMA-ALDRICH
(Alemania) y por ultimo, trombina suministrada por SIGMA-ALDRICH (Alemania).

3.2 Procesado del dispositivo

En la Figura 1 aparece el esquema de las etapas de fabricacion de los andamios con todos
sus dispositivos (soporte y matriz) hasta su incubacion y posterior implantacién en el
biorreactor. El dispositivo esta formado por: el andamio de base de colageno que va
colocado sobre una matriz de gelatina que a su vez se inyecta sobre un soporte de PCL y
que permitira que el andamio una vez colocado sobre el mismo se puedan someter a
esfuerzos periédicos de traccion permitiendo asi el crecimiento de células. Cabe destacar
que en todo momento se controla las condiciones ambientales, tanto la temperatura como
la humedad, ya que se realiza en un quir6éfano. Para el desarrollo del dispositivo se ha
empleado bioimpresora 3D de la marca comercial REGEMAT 3D S.L. (Espafia), tal y como
se puede observar en la Figura 1.A.

Figura 1. Esquema del proceso de fabricacion del andamio. A. Bioimpresora Regemat 3D. B.
Biorreactor TC3
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El soporte tiene la funcion de servir de plataforma de anclaje del conjunto que forman la
matriz-andamio y ayudar a que no pierda el andamio la integridad cuando se estimulen las
células en el biorreactor. Para la realizacion del soporte se ha empleado como se ha
comentado anteriormente PCL como materia prima, el hecho de que sea de PCL es debido
a su caracter hidrofébico, evita que se produzca la adhesion del andamio y permite su
eliminacion tras el proceso de crecimiento celular en el biorreactor.

Una vez que se obtiene el soporte, se inyecta (imprime) sobre éste 2 mL de la matriz de
gelatina, la cual esta previamente preparada y colocada en la jeringuilla de la bioimpresora
debido a la disposicion de una serie de jeringuillas para disoluciones. Esta matriz tiene la
funcién de servir como plataforma del andamio el cual se inyecta en |la etapa posterior. Para
la fabricacion de la matriz se prepara una disolucion de acido acético de 20 mL al 1,5 % en
peso de gelatina, una vez preparada dicha disolucién, se deja en un frigorifico a 4 °C durante
un periodo de 2 horas, para su gelificacion.

A continuacién, se inyecta un hidrogel de base colageno (andamio) junto con una colonia
de células sobre la matriz previamente inyectada. Para ello, se depositan unos 2 mL de la
materia prima utilizada formada por colageno (C) y los aditivos mencionados anteriormente.
Para la evaluacion de sus propiedades se han realizado 3 sistemas diferentes, con distintas
relaciones en la composicion de las materias primas tal y como se recoge en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion y referencia utilizada de las materias primas para la fabricaciéon de los

andamios
Composicion Referencia
Colageno C
Colageno + Matrigel C-MG
Colageno + Fibrinégeno +
Matrigel + Albumina + C-a

Trombina

El protocolo para realizar los distintos sistemas es el siguiente; se parte de las materias
primas suministradas por el fabricante en estado liquido, se atinan en un volumen de 20 mL
dependiendo que sistema estemos realizando, junto con la colonia de células y, finalmente,
se anade un agente reductor el cual cambia el pH y hace que los sistemas gelifiquen a
temperatura ambiente.

Una vez que se tiene formado el conjunto (soporte-matriz-andamio), éste se lleva a una
incubadora la cual es suministrada por la empresa ICT S.L. (Espana); las condiciones de
operacién son 37 °C y la duracion 1 hora (Park et al., 2017). En esta etapa la matriz de
gelatina se disuelve y, por consiguiente, el andamio ocupa la posicidon que ocupaba la matriz
en el soporte; adicionalmente tiene la funcién de favorecer el crecimiento del cultivo celular
implantado en el andamio.

Por ultimo, se lleva al biorreactor para aplicarle ciclos de traccion los cuales se realizan a
una frecuencia de 4,7 Hz y a la temperatura de 37 °C (Figura 1.B). El biorreactor utilizado
es el modelo TC3 suministrado por la marca comercial EBERS MEDICAL TECNOLOGY SL
(Espafa). Con este paso se busca que las células crezcan gracias a la temperatura y a las
solicitaciones mecanicas. Una vez que hayan crecido las células lo suficiente se libera el
soporte del andamio en un tiempo aproximado de 10-15 dias (Saber et al., 2010).

Mencionar, que el proceso de fabricacion del dispositivo es un proceso que opera en
continuo, es decir, partimos del disefio del soporte preestablecido, de la matriz fabricada y
colocada en la jeringa correspondiente al igual que el andamio.
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3.3. Caracterizacion de andamios
3.3.1 Caracterizacion reolégica

La caracterizacion mecanica de los andamios se realiz6 utilizando un analizador dinamico-
mecanico (DMA), modelo RSA3 (TA Instruments, EE. UU.) EI RSA3 es un equipo de
deformacién controlada, en el cual el motor aplica una deformacion a la probeta mientras
un transductor mide la fuerza generada por la resistencia de esta a ser deformada. Los
ensayos se realizaron en modo de compresion, utilizando una geometria circular placa-
placa de 8 mm de diametro. Primero, se realizé un barrido por deformacién entre 2-10* y
2% a una frecuencia constante de 1 Hz, cuyo objetivo es determinar el rango viscoelastico
lineal y la deformacion critica (yc). Posteriormente, se llevaron a cabo barridos de frecuencia
de 0,02 a 20 Hz y utilizando una tensién constante dentro del rango viscoelastico lineal
estudiado anteriormente. Estos ensayos se realizaron primero a la temperatura de 22 °C
(temperatura ambiente, a la cual se realiza la fabricacién del andamio) y a 37 °C que es la
temperatura de aplicacion (temperatura de las etapas de incubacion y del biorreactor para
el crecimiento de las células). Por lo tanto, se estudio la evolucién del médulo elastico (E')
con frecuencia. Ademas, se seleccion6 el médulo elastico (E's) y la viscosidad compleja
(n *) a 5 Hz (esta ultima calculada a partir de la Ecuacion 1) para hacer una comparaciéon
adecuada entre los sistemas. El motivo de dar el médulo elastico a 5 Hz se debe a que el
biorreactor trabaja con ciclos de 4,7 Hz y el de dar la viscosidad compleja es para saber
como fluyen los sistemas en la etapa de inyeccion durante su fabricacion.

N2 2
n-=J5) + (%) (1)
3.3.2 Caracterizacion celular: Viabilidad celular del andamio

Se evalué la viabilidad celular de los andamios, para ello los sistemas fueron visualizados
utilizando el microscopio 6ptico Olympus BX-61 (Japdén), con un aumento de 10x para
obtener una imagen representativa de la muestra donde se puede visualizar tanto el
andamio como los nucleos celulares formados. Para las tareas de analisis de las
microfotografias se ha utilizado el software ImagedJ versién FlJI. Para medir la viabilidad
celular se utilizé la Ecuacion 2.

% viabilidad = —Areacelular o 40 2)

Area total del andamio

3.3.3 Caracterizacién morfolégica: Microscopia electrénica de barrido (Cryo-SEM)

Por ultimo, se evalud la microestructura de una matriz seleccionada utilizando
criomicroscopia electrénica de barrido (Cryo-SEM). Esta técnica se utiliza porque la matriz
es un hidrogel que tiene un porcentaje de humedad superior al 90%, siendo imposible fijar
su estructura utilizando un microscopio electrénico de barrido convencional, requiriendo asi
un dispositivo de fijacién criogénica. Para este propdsito, las matrices se introdujeron en un
bano de nitrégeno liquido y luego se recubrieron con una capa muy fina de oro.
Posteriormente, las matrices se observaron a través de un microscopio electronico Zeiss
EVO (EE. UU.) con un detector de electrones secundario con un voltaje de aceleracion de
10 kV.
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3.4 Analisis estadistico

Finalmente, se llevaron a cabo tres replicados de cada medida usando analisis de varianza
(ANOVA, p<0,05). Las medias y desviaciones estandares se calcularon para todos los
parametros estudiados.

4. Resultados
4.1 Propiedades reolégicas

El primer paso para caracterizar el andamio reolégicamente es realizar un barrido de
deformacién para elegir un valor de deformacion (por debajo de la deformacién critica)
dentro de la region viscoelastica lineal (LVE) y hacer el barrido de frecuencia con ese valor
y asi asegurar que la estructura permanece practicamente inalterable durante el ensayo.
En la Figura 2 se muestran los valores de los modulos elasticos en funcion de la frecuencia
a temperatura ambiente (Figura 2.A) y a la temperatura de aplicacion (Figura 2.B) para los
distintos andamios elaborados, usando las distintas relaciones de colageno y de aditivos
correspondientes a los sistemas descritos con anterioridad en la Tabla 1.

Figura 2. Evolucién del médulo elastico (E’) en funcién de la frecuencia para los sistemas
elaborado a la temperatura de: A. 22 °C (temperatura ambiente) y B. 37 °C (temperatura de

aplicacion)
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En la Figura 2.A se observa que los sistemas evaluados siguen la misma evolucion,
presentando una variacion del moédulo elastico con la frecuencia, evidenciando cierta
inestabilidad con un comportamiento de gel débil. Ademas, se observa como influye la
composicion de las materias primas obteniendo mayores mddulos para el sistema de
colageno con matrigel (C-MG). En la Figura 2.B se obtienen los médulos elasticos para el
barrido de frecuencia a la temperatura de aplicacién (37 °C). Se observa que los médulos
son ligeramente mas dependientes con la frecuencia que en la Figura 2.A (medidos a
temperatura ambiente), evidenciando una mayor inestabilidad de los sistemas con la
frecuencia. Como ocurre en la Figura 2.A al incrementar la frecuencia aumenta el médulo
elastico, ademas, se observa como influye la composicion de las materias primas utilizadas
en el médulo elastico siguiendo el mismo patrén que a temperatura ambiente, es decir, el
sistema que presenta mayores moédulos elasticos es el sistema colageno y matrigel (C-MG).
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Con objeto de comparar los diferentes comportamientos en la Tabla 2 se muestran los
valores de deformacion critica (yc) obtenida a partir de los barridos de deformacion
(comentados en el apartado anterior), el E's y la n*s correspondientes a los valores del
modulo elastico y la viscosidad compleja a la frecuencia de 5 Hz, para los ensayos
realizados a temperatura ambiente (22 °C) y a la temperatura de aplicacién (37 °C).

Tabla 2. Valores de la deformacién critica (yc), del médulo elastico (E's) y de la viscosidad
compleja (n*s) a 5 Hz para los andamios elaborados con las distintas relaciones de colageno
(C), colageno-matrigel (C-MG) y colageno-aditivos (C-a’) para los ensayos a temperatura
ambiente (22 °C) y a la temperatura de aplicaciéon (37 °C)

Temperatura Composicion Yc (%) E's(MPa) n*s
C 0,1842 0,0354 110322
T222°C _ 0,336° 0,1188 242800
(T2 ambiente) C-MG
C-a’ 0,243¢ 0,091¢ 30312a
C 0,201¢ 0,027A -
T 37°C C-MG 0351 0,085° '
(T2 aplicacion)
C-a’ 0,311 0,054° -

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

Primero se estudiara las propiedades obtenidas a la temperatura ambiente, se observa que
el andamio que posee una mayor viscosidad compleja (n*) es el C-a’. Si nos centramos
ahora en los modulos elasticos a 5 Hz (E's) se corrobora lo que veiamos en la Figura 2.A
obteniendo mayor médulo elastico el sistema C-MG que ademas presenta mayores valores
de deformacién critica (yc). Por otro lado, se aprecia que los sistemas medidos a la
temperatura de aplicacion (37 °C), presentan un patrén similar en cuanto a las propiedades
mecanicas de los sistemas medidos con anterioridad a temperatura ambiente (22 °C),
produciéndose un ligero descenso de los modulos elasticos pero un aumento de la
deformacion critica.

Con objeto de cuantificar y comparar la evolucion de los sistemas con la temperatura, se
plantea el uso del parametro 3, definido en la Ecuacién 3, que no es mas que la relacién de
los médulos elasticos a 5 Hz (E’s) de dos sistemas con la misma composicion (i) y medidos
a temperatura ambiente (22 °C) y a la temperatura de aplicacion (37 °C). Los resultados
quedan expuestos en la Tabla 3.

_ iErs (T237°C)

B= iErg (T222°C) x 100 ()

Tabla 3. Relacion entre los médulos elasticos a 5 Hz (E’s) de dos sistemas con la misma
composicion y medidos a temperatura ambiente (22 °C) y a la de aplicacién (37 °C)

Composicion B
C 0,791
C-MG 0,847

C-a’ 0,609
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Se puede observar que el sistema sobre el cual el efecto de la temperatura tiene menor
efecto es el de C-MG siendo éste mas estable a 37 °C, esto es debido a que el valor de 3
es mas proximo a 1, produciéndose un leve empobrecimiento de las propiedades
(degradacion) en torno a un 15 %, también se aprecia que el sistema menos estable es el
de C-a’ ya que éste se ha empobrecido casi un 40% con respecto al medido a 22 °C. En
cualquier caso, los sistemas elaborados presentan unas propiedades mecanicas
adecuadas tanto a temperatura ambiente (22 °C) como a la temperatura de aplicacién (37
°C) para su uso potencial como andamio en Ingenieria de Tejidos, ya que poseen una
viscosidad compleja permitida para su correcta bioimpresion, unos modulos elasticos y
unas deformaciones criticas suficientemente elevadas como para soportar las solicitaciones
mecanicas que reciba el andamio en la etapa del biorreactor (De la Portilla, 2016). Por
consiguiente, las propiedades mecanicas (reoldgicas) que poseen los sistemas no es un
factor limitante a la hora de seleccionar uno de ellos como sistema de referencia, para su
posterior caracterizacion de las propiedades morfolégicas (microestructurales). Hay que
mencionar que cuando los sistemas salgan de la etapa del biorreactor, estos tendran unas
propiedades completamente diferentes debido al crecimiento de las células y a la formacion
de los tejidos en éste.

4.2 Viabilidad celular

Con objeto de comparar los resultados del analisis de las micrografias obtenidas, se utilizd
el software Imaged para evaluar la viabilidad celular de cada muestra (Tabla 4).

Tabla 4. Valores obtenidos de viabilidad celular para los sistemas elaborados con las
distintas relaciones de colageno (C), colageno-matrigel (C-MG) y colageno-aditivos (C-a’)

Composicién Viabilidad celular (%)
C 22,64
C-MG 19,78
C-a 53,0¢

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

En la tabla 4 se puede apreciar que el sistema que mayor viabilidad celular presenta es el
de colageno y aditivos (C-a’), donde un 53,0 % de la colonia de células que se implantan
en el andamio estan vivas y son funcionales. Los sistemas de C y de C-MG presentaron
una viabilidad celular similar 19,7 y 22,6 %, respectivamente, es decir que en torno al 80 %
de las colonias de células que se implantaron en estos sistemas no se encuentran vivas,
por tanto, no son funcionales y no pueden formar tejidos. Por consiguiente, el sistema C-a’,
se considera como muestra de referencia, el cual sera utilizada para los posteriores
ensayos de caracterizacién microestructural (propiedades morfoldgicas); puesto que
presenta notablemente una mayor viabilidad celular. Esta viabilidad es un marcador
predictivo para un buen funcionamiento de los futuros tejidos creados, debido al crecimiento
de dicha poblacién de células. Ademas, estos andamios poseen una viscosidad compleja
permitida para el proceso de bioimpresion y unos modulos elasticos y deformaciones
criticas suficientemente elevadas como para soportar las solicitaciones mecanicas que
reciba el andamio en la etapa del biorreactor.
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4.3 Propiedades morfolégicas

En la Figura 3 se puede observar la microestructura que presenta el sistema de referencia
(C-a’) que constituye macroscépicamente un hidrogel. Esta red tridimensional
correspondiente a un hidrogel esta formada por fibras de colageno y de los aditivos (a’)
constituyen una estructura organizada donde los poros en las dos imagenes estan
distribuidos heterogéneamente por todo el andamio quedando, por tanto, una distribucion
mayoritaria de poros grandes (en forma de huecos) y una distribucién minoritaria de poros
pequenos; observandose una buena interconectividad entre dichos poros.

La porosidad que presenta el andamio es un parametro fundamental y excluyente ya que
dependiendo de las aplicaciones consideradas debe reunir diferentes caracteristicas, pero
una distribucion de poros bien interconectados es necesaria en la mayoria de las
aplicaciones de la Ingenieria de Tejidos con el fin de lograr un mejor transporte de nutrientes
y facilitar la migracion celular. También se suele requerir una porosidad elevada y una
relacion area superficial/volumen alta para el anclaje celular y el crecimiento de neo-tejidos
asi como para un transporte uniforme de células. Parametros arquitectonicos de los poros
tales como la geometria, el tamano, la interconectividad, la orientacién y la distribucién
también son importantes para el cultivo celular, el transporte de masa, la formacion de tejido
en tres dimensiones y las propiedades mecanicas teniendo en cuenta que las estructuras
deben ser procesables facilmente en estructuras tridimensionales. Todo esto nos hace
indicar que la muestra de referencia de C-a’, sea adecuada para las aplicaciones de la
Ingenieria de Tejidos.

Figura 3. Imagenes de Crio-SEM para el andamio de referencia de C-a’. Micrografia con una
maghnificacion de: A. 500x y B. 2000x

5. Discusion y conclusiones

En él presente trabajo se ha demostrado que es posible desarrollar un dispositivo multiple
mediante bioimpresién 3D, desarrollando asi andamios con células incorporadas.

Se han construido andamios (hidrogeles) basados en colageno con diferentes materias
primas (matrigel, fibrindgeno, albumina y trombina). De esta forma, se ha encontrado que
todos los sistemas elaborados presentan unas propiedades mecanicas adecuadas ya que
poseen una viscosidad compleja adecuada para su correcta bioimpresion. Ademas de tener
unos modulos elasticos y deformaciones criticas suficientemente elevadas como para
soportar las solicitaciones mecanicas que reciba el andamio en la etapa del biorreactor. Por
otro lado, los estudios de viabilidad celular muestran que el sistema que presenta
notablemente una mayor viabilidad celular es el de colageno y aditivos (C-a'),
seleccionandose éste como sistema de referencia para la caracterizacion microestructural.
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Los parametros arquitectonicos que se obtienen en dicha caracterizacion denotan, que el
sistema C-a' presenta unas propiedades favorables para el cultivo celular, el transporte de
masa y la formacién de tejido en tres dimensiones.

Se concluye por tanto que los sistemas formados por C-a' tienen una potencial aplicacién
como andamios en Ingenieria de Tejidos, debido a que tienen unas propiedades mecanicas
y morfolégicas (microestructurales) adecuadas y ademas presentan una buena viabilidad
celular, mayor que en los otros sistemas elaborados. No obstante, es importante realizar en
el futuro ensayos in vivo e in situ con este sistema, para demostrar la adecuada
funcionalidad de los mismo.

5.1 Limitaciones encontradas y posibles lineas futuras

La principal limitacidon que se encuentra en el presente viene dada por la necesidad de
incluir un elemento intermedio como es la matriz, cuya finalidad es hacer posible la correcta
bioiompresion del andamio sobre el soporte de PCL. Esto es debido a las caracteristicas
fisicas que presenta el andamio, las cuales provocan que éste no pueda depositarse
homogéneamente sobre el soporte.

En estudios futuros para solventar dicho problema se pretende asistir térmicamente el
proceso de bioimpresion del andamio, con objeto de disminuir la viscosidad de éste durante
la bioimpresién, consiguiendo, por tanto, que la deposicion del andamio sobre el soporte
sea homogénea en toda la superficie.
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Objetivos de desarrollo sostenible

El objetivo de desarrollo sostenible (ODS) que se persigue en este trabajo es el objetivo 3,
cuyo fin es, garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las
edades.
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