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3D printing is a process that allows the construction of physical objects by depositing material
layer by layer. It is a more effective and versatile technique than traditional manufacturing
methods, as it allows the creation of objects in a very precise way and has few limitations. This
work will focus on the development of a device that helps to study and control the optimal
conditions of speed, pressure and temperature during injection; critical variables in the
deposition process that contribute to minimising cell death in 3D bioprinting technology, a
powerful tool for the shaping of prostheses, organs and tissues in tissue engineering. In view
of the values obtained, it can be deduced that in order to perform successful bioprinting with a
low cell death rate, it is very important to regulate the parameters of both speed and
temperature. Bioprinting usually uses materials with specific biological, physical and
mechanical properties, so the development of suitable bioinks to obtain complex geometries
and at the same time improve cell survival is of great importance, as the process is often very
damaging due to the temperatures, pressures and stresses to which they are subjected.
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DESARROLLO DE UN DISPOSITIVO PARA EL CONTROL DE VARIABLES EN LA
BIOIMPRESION DE HIDROGELES.

La impresién 3D es un proceso que permite la construccién de objetos fisicos depositando
material capa a capa. Es una técnica mas efectiva y versatil que los métodos tradicionales de
fabricacion, puesto que permite crear objetos de forma muy precisa y presenta escasas
limitaciones. El presente trabajo se centrara en el desarrollo de un dispositivo que ayude a
estudiar y controlar las condiciones 6ptimas de velocidad, presion y temperatura durante la
inyeccion; variables criticas en el proceso de depdsito que contribuyen a minimizar la muerte
celular en la tecnologia de bioimpresion 3D, una potente herramienta para la conformacion de
prétesis, érganos y tejidos en ingenieria tisular. A la vista de los valores obtenidos, se puede
deducir que para realizar bioimpresiones exitosas con una baja tasa de mortalidad celular es
muy importante regular los parametros tanto de velocidad como de temperatura. La
bioimpresion suele utilizar materiales con propiedades bioldgicas, fisicas y mecanicas
especificas, por lo que toma gran importancia el desarrollo de biotintas adecuadas para
obtener geometrias complejas y al mismo tiempo mejorar la supervivencia celular, ya que el
proceso suele ser muy perjudicial debido a las temperaturas, presiones y tensiones a las que
se ven sometidas.
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1. Introduccion

Los avances tecnoldgicos en el area de la fabricacién estan suponiendo, hoy dia, una nueva
revolucion industrial en todos los ambitos gracias en gran medida a la evolucion en la
impresién 3D.

La impresion en tres dimensiones (3D printing) es un proceso de fabricacién aditiva para
fabricar objetos a partir de un modelo digital. Aunque existen varias técnicas o tecnologias de
fabricacion aditiva, todas se basan en el mismo fundamento: un modelo digital o CAD
(Computer Aided Design) se transforma en un objeto sdélido tridimensional mediante la
adiccion de material capa por capa (Derby 2012).

Esta tecnologia representa una revolucion en la manera de trabajar los materiales
convirtiéndose hoy dia en una de las tecnologias mas importantes en el ambito de la
fabricacion industrial y la ciencia, la cual tendra un peso aun mayor en un futuro préximo
debido a las innumerables lineas de investigacion que se plantean en torno a ella (Alonzo et
al. 2020) y a las multiples ventajas que plantea.

Una de las principales aplicaciones de la fabricacion aditiva es la bioimpresion 3D, tomando
especial relevancia en el ambito sanitario. Se perfila como una potente herramienta para la
conformacion de protesis, érganos y tejidos dentro de la ingenieria tisular (Alonzo et al. 2020).

A pesar de existir varias técnicas de bioimpresion, tales como bioimpresoras de chorro de
tinta, asistidas por laser o bioimpresoras de microextrusion o p-extrusion, todas ellas con
propiedades y ventajas distintas (Ji and Guvendiren 2017). Para nuestra investigacion
centraremos los esfuerzos en el desarrollo e implementacion de bioimpresion por y-extrusion
que, aunque se encuentre en un estado de desarrollo poco avanzado y presente menor
precision que las anteriores, usaremos esta tecnologia por las buenas propiedades mecanicas
que presenta y la gran variedad de hidrogeles o biotintas que pueden ser utilizados con ella
(Gonzalez Yeguas 2020).

La bioimpresién 3D capa por capa nos permite realizar, a través de modelos CAD, un depésito
preciso de material sobre la superficie a imprimir, de esta forma se podrian reproducir érganos
y tejidos a través de andamios o scaffolds con distintas propiedades segun su funcién, es
decir, diferentes geometrias y porosidades, que puedan cumplir funciones vitales como si se
tratase del érgano original (Alonzo et al. 2020; Datta et al. 2019; Magalhaes et al. 2019;
Teerdha et al. 2019).

Las bioimpresoras que trabajan capa por capa disponen de un sistema de presién, ya sea
neumatico, por piston o mediante tornillo sinfin, el cual es capaz de extrusionar el material a
emplear, sean hidrogeles o biotintas, previamente calentado y formar en este proceso una
linea continua de material al depositarse en una superficie esto se considera una ventaja
importante frente a otras técnicas, debido a esto, se consigue una integridad estructural mayor
para las células (Li et al. 2017). Ademas, es necesario disponer de un sistema robotizado y
computarizado para controlar que la bioimpresion se realice con todas las garantias de éxito
posibles.

Uno de los campos en los que mas se deberia invertir esfuerzos es en mejorar el indice de
mortalidad que sufren las células debido al estrés al que estan sometidas durante la impresion
debido entre otros factores al rozamiento de estas con las paredes o a las condiciones de
presién y temperatura a las que se les somete (Martin Gil Dirigido por M@ Begofa Garcia
Cenador n.d.).

Por ello, numerosos equipos de investigacion estan centrando sus esfuerzos en reducir al
maximo dicho estrés y mortalidad celular mediante la creacion de nuevas geometrias del
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cabezal de extrusion optimas que consigan mitigar las fuerzas de rozamiento y de presion en
sus paredes (Datta et al. 2019; Magalhées et al. 2019).

En la actualidad, los trabajos sobre viabilidad celular realizan sus estudios con los valores de
presién y temperatura que se aplican de manera externa a la jeringuilla, pero no se reflejan
los valores reales a los que estan sometidos en el interior de ésta. Su conocimiento nos podra
permitir dilucidar con mayor criterio como modificar los parametros de entrada para asegurar
la viabilidad celular.

Figura 1: Esquema de los métodos comunes de bioimpresiéon por microextrusion: A)
Neumatico, B) Piston y C) Tornillo sinfin (Li et al. 2017)
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2. Objetivos

» Medir y estudiar las variables de presion, velocidad y temperatura a las que se ven
sometidas las biotintas en el proceso de bioimpresion dentro del cilindro de la
jeringuilla.

» Investigar sobre los ajustes de los parametros que permitan optimizar las simulaciones
y mitigar la muerte celular derivada de la presion ejercida y del rozamiento con las
paredes de la jeringuilla extrusora.

» Estudiar el uso de sensores de presion y temperatura de alta sensibilidad.

3. Materiales y método

Para realizar el presente trabajo necesitamos trabajar con una serie de herramientas que nos
permitan medir dichas variables, es por esto que se han adquirido sensores y/o transductores
tanto de presibn como de temperatura, ademas de programas informaticos para la
recopilacion y lectura de datos. A continuacion, se detallan las caracteristicas de dichos
transductores y herramientas adaptativas que nos permiten realizar nuestro trabajo con
mayores garantias.

3.1. Medidor de presion

El sensor de presion escogido para la toma de datos experimental es el Serie PSE-570 de
SMC, se trata de un sensor para trabajar generalmente con fluidos no corrosivos con un rango
de trabajo de presion nominal que va desde 0 a 1000 KPa (1 MPa). Se ha escogido un sensor
con este rango para no limitar el posible estudio de los diferentes biomateriales que son
sometidos a una gran de variedad de presiones segun lo observado en la bibliografia (Li et al.
2017; Li, Tan, and Li 2018).
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Figura 2: Sensor de presion PSE-570 (PSE570, Sensor de presién para fluidos no agresivos
n.d.)

Este dispositivo se conecta con un controlador digital de presién con display Serie PSE-300
de SMC. Dispone de numerosas funciones y un tiempo de respuesta de 1 ms, lo que hace
que sea un transductor valido para las necesidades de nuestro trabajo.

Figura 3: Controlador digital de presion PSE-300 (PSE570, Sensor de presion para fluidos no
agresivos n.d.)

Ademas, se hizo necesario adquirir un adaptador AC/DC RS PRO de 24V que, tras realizarle
unas modificaciones mediante el uso de impresién 3D, permite alimentar el display del
controlador de presion.

Debido a la necesidad de adaptar nuestro sensor de presion PSE-570 a la jeringuilla que
contendra el material donde se tomaran las mediciones oportunas y disponiendo de una
boquilla en forma de rosca, se ha realizado una adaptacién mediante torneado mecanico,
consiguiendo de esta forma un acople mucho mas preciso y estable entre ambos elementos.

Figura 4: Adaptacion de boquilla

3.2. Medidor de temperatura

Para medir la temperatura se ha utilizado un termopar tipo K RS. Puede detectar y medir
temperaturas de hasta 1100°C y presenta un recubrimiento de acero inoxidable ademas de
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cumplir con la normativa europea IEC-584. Con lo cual nos ofrece una construccion robusta,
duradera y fiable para realizar cualquier tipo de medicién.

Figura 5: Termopar tipo K RS PRO (XR-092-RS RS PRO | Termopar tipo K RS PRO, diam. sonda
3mm x 300mm, temp. max +1000°C, cable de 1m | 158-604 | RS Components n.d.)

Los termopares tipo K (niquel-cromo/niquel-aluminio) son los mas habituales y destacan por
su precision y flexibilidad, asi como por su amplio rango de temperatura.

Para la lectura y almacenamiento de los datos de temperatura se ha adquirido un registrador
de datos, Data Logger USB Lascar EL-USB-2-LCD, el cual nos permitira almacenar mas de
20.000 lecturas de temperatura y humedad entre -35 °C y 80 °C. Se puede configurar
facilmente y ver los datos descargados con solo conectar el registrador de datos al puerto
USB de un ordenador y usando el software EasylLog gratuito, donde los datos se pueden
convertir en graficos, imprimir y exportar a otras aplicaciones para un analisis detallado.

Figura 6: Registrador de datos EL-USB-2-LCD (EL-USB-2-LCD+ LASCAR - Registrador de datos
| punto del rocio,de temperatura,humedad; EL-USB-2-LCD-P | TME - Elektroniikka komponentit
n.d.)

@ e |

3.3. Autograph AG-IS

Se ha utilizado una maquina de ensayos de traccién y compresion de materiales, Autograph,
con el objetivo de poder aplicar y simular de una forma controlada las condiciones de presion
que se generarian en una boquilla neumatica acoplada a una bioimpresora.

Autograph AG-IS es un equipo de ensayos universal capaz de representar medidas de fuerza
de forma muy fiable, permitiendo desempenar varias funciones facilmente, asi como ensayos
de compresion, flexiéon y traccion. En este caso se ha utilizado para realizar un empuje a la
jeringuilla con velocidad controlada, aunque se podria ejercer mediante otro equipo que
realizase dicha funcion.

Finalmente, para acoplar todos los dispositivos descritos y simular las condiciones de trabajo
de la bioimpresora de la manera mas idénea posible, se ha disefiado y fabricado, mediante el
software Inventor de Autodesk y el uso de una impresora 3D, un soporte que se acoplar
perfectamente a la maquina Autograph y que permite su ensamblaje con el resto de los
sensores descritos.
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Figura 7: Soporte en 3D para ensayos

3.4. Método

El método usado en este estudio se basa en la conexion de todos los dispositivos de medida,
sujecion, contencién y aplicacién de fuerza con velocidad controlada, y la puesta a punto para
que funcionen y registren datos de manera simultanea.

A continuacion, se muestra un croquis de conexiones y empleo de los distintos sensores y
displays usados en los ensayos:

Figura 8: Croquis del equipo de medida y sus conexiones
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Una vez conectados los dispositivos, tal y como se muestra en la Figura 8, las muestras objeto
de estudio son calentadas con la ayuda de un agitador magnético calefactado para conseguir
la temperatura deseada.

Una vez conseguido este propdsito se introduce el fluido en la jeringa y, mediante el equipo
Autograph AG-IS, se programa para que baje con velocidad constante.

De esta forma podemos conocer el caudal, Q(cm?3/s), que extruye el émbolo de la jeringuilla,
ya que podemos calcular y medir dicho caudal mediante la seccion conocida de la jeringuilla
y la velocidad constante de bajada, y también determinando los centimetros cubicos de fluido
que se reduce la capacidad de la jeringuilla frente al tiempo. Ademas, gracias a los sensores,
conocemos los valores de presion y temperatura en el interior del cilindro de la jeringuilla
durante todo el proceso.

4. Resultados y discusién
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Una vez montado el dispositivo, como se aprecia en la Figura 8, se escogieron tres fluidos
distintos con diferentes densidades (p) y viscosidades (M) que nos permitiesen comparar los
datos obtenidos. Dichos fluidos fueron, Gel/Champu comercial con una densidad p=1,26
g/lem?®y viscosidad u=7 Pa-s; Glicerina cuya densidad y viscosidad son p=1,26 g/cm®y pu=1,5
Pa-s, respectivamente y Agua con una densidad p=1 g/cm? y viscosidad y=0,001 Pa-s.

Figura 9: Montaje del ensayo

Con cada uno de los fluidos anteriores se han realizado distintas mediciones, variando la
velocidad de bajada constante del émbolo de la jeringuilla, programandolo con la ayuda de
Autograph AG-IS, y la temperatura con la que se ha introducido el fluido, primero a
temperatura ambiente directamente desde su recipiente y después a 20°C previamente
calentado con ayuda de un agitador magnético. Todo ello con el objetivo de medir las distintas
variaciones de presion que se producian en el fluido dentro del tubo o cilindro de la jeringuilla.

Por tanto, se procedio de la siguiente manera en cada uno de ellos:

Tabla 1:Descripcion del procedimiento seguido en cada medicién

Medicién Variables del proceso

Velocidad constante de bajada del émbolo de 10
Medicion 1 cm/min y fluido a temperatura ambiente en ese
momento (13°C).

Velocidad constante de bajada del émbolo de 10
Medicién 2 cm/min y fluido a 20°C de temperatura.

Velocidad constante de bajada del émbolo de 8
Medicién 3 cm/min y fluido a temperatura ambiente en ese
momento (13°C).

Velocidad constante de bajada del émbolo de 8
Medicion 4 cm/min y fluido a 20°C de temperatura.
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El resultado de las presiones recogidas por el sensor en funcion del tiempo transcurrido se
recoge en la Figura 10:

Figura 10: Graficas comparativas de los tres fluidos representando la presion vs tiempo
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En todas las gréficas se aprecia que, tras un periodo transitorio de unos pocos segundos, la
presion alcanza un maximo, a partir de la cual se estabiliza y se mantiene practicamente
constante durante el resto del ensayo. La presidn alcanzada en cada caso esta influenciada,

como analizaremos posteriormente, por las condiciones impuestas y las variables utilizadas
durante los ensayos.

Como puede apreciarse en la tabla 2, centrandonos primeramente en el valor de la viscosidad,
un fluido mas viscoso nos produce mayores presiones y tensiones en el interior del cilindro de
la jeringuilla. Asi mismo, se puede comprobar que, tanto para menores velocidades de

desplazamiento del émbolo como para mayores temperaturas, la presién en el fluido
disminuye.
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Tabla 2: Se muestran los distintos valores de presién (P) y caudal (Q) para cada fluido,

diferenciando velocidades (v) y temperaturas (T). Los fluidos se han ordenado de mayor a
menor viscosidad (u)

GEL GLICERINA AGUA
M=7Pas u=1,5Pas u =0,001 Pa-s
p =1,04 g/cm? p=1,26 g/cm? p=1g/lcm?
X:m/min) T (°C) P(KPa) | Q(cm?¥s) | P(KPa) | Q(cm?¥s) | P (KPa) | Q (cm?s)
10 13 15 0,18 10 0,18 0,9 0,18
20 14 0,18 8 0,18 0,8 0,18
8 13 13 0,15 7 0,15 0,7 0,15
20 11 0,15 5 0,15 0,5 0,15

A la vista de estos valores es sencillo deducir que para poder inyectar y bioimprimir con
garantias de éxito y reducir las tensiones y el estrés y, por consiguiente, la tasa de mortalidad
celular es muy importante elegir bien el fluido y las condiciones a utilizar, principalmente en el
caso de usar hidrogeles, asi como regular y optimizar los parametros tanto de velocidad como
de temperatura en dicha biocimpresion, para de esta forma obtener unas condiciones ideales.

En la Figura 11 se observa para cada condicién de aplicacién la respuesta de presion en
funcién del tiempo para los diferentes fluidos utilizados.
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Figura 11: Comparativa de presiones frente al tiempo con las condiciones expuestas en la

tabla 1
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Una vez mas se observa en estas graficas comparativas entre fluidos la tendencia que, para
disminuir y optimizar las presiones en el fluido en el interior del tubo de la jeringuilla, es
necesario encontrar un equilibrio entre la velocidad de bajada del émbolo impuesta y la
temperatura a la que se introduce o se mantiene el fluido en su interior. Alcanzandose los
valores maximos cuando la velocidad es mas elevada y el fluido se encuentra a menor
temperatura. Ademas, la viscosidad juega un papel importante en dicho aumento de presion,
se aprecia que cuanto mas viscoso es el fluido, mayores son las tensiones que se generan en
el mismo.

5. Conclusiones

En el presente trabajo se han analizado las distintas variaciones de presion y temperatura que
se producen en un fluido dentro del cilindro o tubo de la jeringuilla, simulando las condiciones
a las que estarian sometidas las células durante el tiempo de la inyeccion o bioimpresion
abordando los objetivos planteados de medir y estudiar las variables de presion, velocidad y
temperatura a las que se ven sometidas las biotintas en el proceso de bioimpresién dentro del
cilindro de la jeringuilla e investigar sobre los ajustes de los parametros que permitan optimizar
las simulaciones y mitigar la muerte celular derivada de la presion ejercida y del rozamiento
con las paredes de la jeringuilla extrusora.

Se ha comprobado que el caudal de salida, dependiente de la velocidad de bajada del émbolo
y de la seccion del tubo, se mantiene constante, por tanto, para poder controlarlo, bastaria
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con optimizar la velocidad para una determinada seccion del cilindro. De todas maneras, como
la gran mayoria de las veces la seccion sera invariable, este parametro de caudal no sera
demasiado importante o critico a la hora de su optimizacidn, ya que bastaria con regular la
velocidad para reducir o aumentar dicho parametro y la presion en el interior.

Por otra parte, se ha comprobado que la velocidad de desplazamiento del émbolo como
parametro modificable, juega un papel importante en la bioimpresion a la hora de permitirnos
ajustar las presiones internas para disminuirlas y con ello, reducir el estrés y mortandad
celular. Como era de esperar, a mayor velocidad, mas presion es generada en el fluido debido
al rozamiento con las paredes de la jeringuilla; esto podria claramente estresar las cadenas o
grupos celulares que se encuentran en el interior del hidrogel o biotinta utilizados, lo cual debe
evitarse o minimizarse para mejorar la viabilidad celular.

Por otro lado, se ha comprobado que la temperatura con la que el hidrogel es introducido en
el interior del cilindro, es primordial para ajustar la presién generada en su interior. Se aprecia
claramente en los resultados obtenidos en los ensayos, que depositar un fluido previamente
calentado o calentandolo en el interior de la jeringuilla, nos puede hacer reducir las presiones
y con ello mejorar la viabilidad celular, pues se disminuye la presién interior. Hay que destacar
que la temperatura maxima a la que podemos calentar dicho hidrogel es 37°C, ya que es la
temperatura optima para el crecimiento y viabilidad celular.

A la vista de estas conclusiones y de los resultados obtenidos cumplimos el objetivo de
estudiar el uso de estos sensores y comprobamos que su uso mejora el proceso de
bioimpresion y asi evitar la muerte celular ocasionada por el estrés celular.

5.1 Limitaciones

» Hemos tenido dificultades a la hora de montar el dispositivo, ya que el ensamblaje de
los diferentes elementos que lo conforman ha sido complicado al no ayudar su
geometria, al usar liquidos con mayor o menor viscosidad complicaba el proceso de
medicion.

» El uso de liquidos con mayor o menor viscosidad obligaba a que todos los elementos
estuvieran perfectamente ensamblados.

» Lo ideal hubiera sido utilizar biotintas, pero debido a su elevado precio y limitada
disponibilidad hubo que seleccionar elementos con diferentes viscosidades para
realizar el estudio.

5.2 Investigaciones futuras

Siendo la bioimpresioén una ciencia relativamente primeriza, encontrandose en sus primeros
afios de desarrollo, aun queda mucho camino por recorrer y por investigar. Es por esto, que
todo lo que pueda estudiarse en favor de dicha técnica resultara crucial para su desarrollo
en los préximos anos, donde es posible que se perfile como una de las ciencias mas
esperanzadoras en el ambito de la medicina y la ingenieria tisular.

Por tanto, se detallan a continuacion posibles futuras lineas de investigacion que a nuestro
parecer podrian dar un plus de desarrollo a esta técnica.

» Seria importante estudiar a corto plazo, utilizando la resistencia de poliamida descrita
en el apartado de materiales, como afectaria a los resultados poder controlar la
temperatura del fluido in situ y en un amplio rango, mediante una fuente de tension.

» Estudio de la geometria del cabezal de la jeringuilla, tanto en simulaciones como
experimentalmente, para optimizar y reducir las altas presiones que ahi se generan y
que suponen el principal problema de viabilidad o muerte celular.

» Estudio y optimizacién de hidrogeles simulando condiciones reales de bioimpresion.
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» Estudio del aumento de la velocidad de impresion, sin que ello suponga una alta tasa
de letalidad celular.

Estudio bibliogréafico para detallar en un Unico documento resumen las condiciones ideales y
los puntos o valores criticos, tanto de presion como de temperatura, que supongan la
optimizacion de estas variables y la mejora en la viabilidad celular.
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