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Prefacio

Atun recuerdo con tanta facilidad aquel dia donde estaba decidida a dejar la ingenieria
por medicina, fueron varios dias los que pasaron para tomar esa decision, pues me gustaba
la ingenieria, pero queria algo dirigido al sector salud; y fue ese dia donde me enteré que se
abrirfa la carrera en la cual pasé mis siguientes 5 anos, la Ingenierfa Biomédica. Una carrera
a la cual siempre le tuve muchas expectativas, y que a pesar de enfrentar algunos retos por
ser parte de la primera promocion, el haberlos superado y estar llegando a la recta final me
llena de mucha emocion y satisfaccion.

Tras haber estudiado varias aplicaciones de la carrera, la Ingenieria de Tejidos fue lo que
més me gustd, lo cual me inspird para hacer el presente trabajo de graduacién. Agradezco
a Dios por todas sus bendiciones y porque siempre tiene los mejores planes para mi, a mi
padre por su inmenso apoyo en todo momento, por siempre creer en mi y en motivarme a
siempre seguir mis suenos con esfuerzo y valentia, y a mi madre que siempre me mostro su
apoyo y que siempre estuvo para mi a pesar de la distancia. También agradezco a todas las
amistades que me acompanaron en este camino, a mi grupo de amigos de miercolitros de
estudio, a mis companeros de carrera y amistades de carreras cercanas como mis companeros
de Ingenieria Mecatrénica, Electronica, Quimica Pura e Ing. en Biotecnologia Industrial.

Adicionalmente quiero agradecer a todas las personas que me apoyaron a realizar este
trabajo, comenzando con la Dra. Moénica Echeverry Rendén por guiarme, asesorarme en el
tema y que de forma personal es un modelo a seguir y que me ha inspirado desde aquella
charla que dio en pandemia en el curso de Biomateriales; al Dr. José Andrés Leal por
asesorarme todas las semanas y apoyarme dandole seguimiento a la tesis, a los departamentos
de Biologia, Bioquimica, Quimica e Ingenieria Civil por brindarme los espacios, equipos y
tiempo para poder trabajar y a Cementos Progreso por su apoyo en el uso del Microscopio
Electronico de Barrido.

Fueron varias personas involucradas, pero no quisiera dejar de mencionarlos ya que fueron
de gran apoyo: MSc Maria Fernanda Alarcon con quien tuve la primera conversacion sobre
querer trabajar con células animales y que me motivo a hacerlo dado el nuevo laboratorio
en el departamento de Biologia, Dr. Luis Diego Archilla por asesorarnos con la compra
de las células (que al final no llegaron, pero finalmente resolvimos el tema de ensayos con
células), e insumos necesarios para los cultivos celulares, Christha Contreras por darme

111



la oportunidad de trabajar en el laboratorio de Bioquimica bajo su supervisiéon para los
ensayos de degradacion, MBA Pablo Mazariegos por su apoyo con las impresiones en 3D,
MSc Robert Godo y Jairo Prado por brindarme apoyo en los ensayos mecanicos y a Marie
Cosenza, PhD Patrizia Lupo y Miguel Santos por su apoyo en realizar los ensayos con
células, especialmente a mi pareja del curso de Biologia Celular, Andrea Quevedo. Asi mismo,
agradezco a la Universidad del Valle de Guatemala por formarme como agente de cambio y
futura profesional, a mis catedraticos y a la oportunidad de haberme podido desenvolver en
Vida Estudiantil.

Finalmente quisiera agradecer especialmente a aquellas personas que nunca han dejado
de creer en mi: Juan Rodolfo Prem, Ariana Prem, Lucile Prem, Sandra Recinos, Grecia
Castaneda, Ana Cristina Montufar, Marlies Maldonado, Oscar Valladares y Esteban Leal;
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Resumen

La Ingenieria de Tejidos es una disciplina de la Ingenieria Biomédica cuyo fin es restaurar,
mantener o mejorar la funcion tisular por medio de la integracion de andamios, biomateriales,
células y moléculas biologicamente activas. Actualmente no se realizan investigaciones en este
campo dentro de la Universidad del Valle de Guatemala ni a nivel nacional, por lo cual el
motivo de este proyecto es el de abrir brecha en esta area de conocimiento, con una aplicacién
especifica al tejido 6seo, tras ser el hueso el segundo material mas comtnmente implantado
en el cuerpo humano (despties de la transfusion de sangre) pero que su uso se ve limitado
por varios factores.

El objetivo de este trabajo de graduacion fue el de utilizar la impresion 3D como me-
todologia de fabricacion de andamios celulares para posibles aplicaciones en el tejido 6seo
hechos a base de &acido polilactico (PLA), filamento comtunmente utilizado en impresion
3D. Se estudiaron diversas estructuras estdndar en esta metodologia de fabricacion: giroide,
triangular y panal de abeja, con distintos tamanos de poro, lo cual se logré ajustando la
densidad de relleno: 50 %, 75 % y 85 % para fabricar andamios poliméricos. Se determin6
la porosidad y tamafno de poro de cada patréon a través de imégenes obtenidas por medio
de estereoscopia y se evalué la homogeneidad microscépica del material en las estructuras
hechas con 50% de densidad de relleno por medio de microscopia electronica de barrido,
en donde también se demostrd que el proceso de esterilizaciéon por medio de autoclave no
produce cambios en la morfologia del material ni de las estructuras.

Se hizo un ensayo de compresion para determinar la resistencia de cada estructura es-
cogida en donde se obtuvo que el patréon triangular es el mas resistente con resultados que
entran en el rango de la resistencia a compresion del hueso trabecular. Se intentaron realizar
ensayos de traccion los cuales fueron cancelados por falta de equipo especializado en ensa-
yos mecénicos para polimeros. También se estudié la estabilidad y degradacién hidrolitica a
diez semanas en condiciones levemente parecidas a las fisiologicas (pH, temperatura y iones)
con PBS, en donde se obtuvo que la degradacion no depende del tamano ni geometria de
los poros; mismo resultado que se obtuvo tras estudiar la degradacion en distintos tiempos
en etanol al 70 % y a cuatro semanas en acetona al 99 %. Finalmente, se demostré que el
material utilizado es biocompatible por medio de un ensayo indirecto in vitro con células de
neuroblastoma (LAN1) a través de una prueba con MTT a 24 y 72 horas.
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Abstract

Tissue engineering is a discipline of biomedical engineering that aims to restore, main-
tain, or improve tissue function through the integration of scaffolds, biomaterials, cells, and
biologically active molecules. Currently, no research is being conducted in this field at the
University of Valle de Guatemala or at a national level, which is why the purpose of this
project is to open a gap in this field of knowledge, with a specific application to bone tissue,
being bone the second most commonly implanted material in the human body (after blood
transfusion) but whose use is limited by several factors.

The objective of this graduation work was to use 3D printing as a manufacturing metho-
dology for cellular scaffolds for possible applications in bone tissue made from polylactic acid
(PLA), a filament commonly used in 3D printing. Various standard structures used in this
manufacturing methodology were studied: gyroid, triangular, and honeycomb, with different
pore sizes, which was achieved by adjusting the infill density: 50 %, 75 %, and 85 % to ma-
nufacture polymeric scaffolds. The porosity and pore size of each pattern were determined
through images obtained by stereoscopy and the microscopic homogeneity of the material
was evaluated in the structures made with 50 % infill density through scanning electron mi-
croscopy, where it was also demostrated that the process of sterilization by autoclave does
not produce changes in the morphology of the material or the structures.

A compression test was performed to determine the strength of each chosen structure
where it was found that the triangular pattern is the most resistant with results that fall
within the range of the compressive strength of trabecular bone. Attempts were made to
perform tensile tests which were canceled due to lack of specialized equipment for mechanical
tests for polymers. The stability and hydrolytic degradation at ten weeks in slightly similar
physiological conditions (pH, temperature, and ions) with PBS was also studied, where it was
found that the degradation does not depend on the size or geometry of the pores; the same
result was obtained after studying the degradation over time in 70 % ethanol and at four
weeks in 99 % acetone. Finally, it was demonstrated that the material used is biocompatible
through an indirect in vitro test with neuroblastoma cells (LAN1) through a test with MTT
at 24 and 72 hours.
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CAPITULO 1

Introduccién

La Ingenierfa de Tejidos es una rama de la Ingenierfa Biomédica cuyo fin es poder res-
taurar, mantener o mejorar la funcién tisular por medio de la integracién de andamios,
biomateriales, células y biomoléculas. Los andamios son estructuras tridimensionales po-
rosas que pueden estar hechos de diversos tipos de materiales cuya funcién es brindar un
soporte celular para que en la integraciéon con biomoléculas las células puedan proliferar y
aportar a la regeneracién tisular. La porosidad es un factor importante a tomar en cuenta
en los andamios, ya que al alterar el tamano o la geometria del poro, se obtienen diversas
propiedades y a la vez distintos resultados en su aplicaciéon. Ademés, los andamios se pue-
den realizar con diversas técnicas mediante metodologias convencionales o de prototipado
rapido, esta segunda es de gran utilidad por la capacidad que se tiene en poder establecer
caracteristicas especificas del poro, tras poder disenar los andamios mediante diseno asistido
por computadoras (CAD).

La impresion 3D es una tecnologia que pertenece a la metodologia de prototipado en la
cual se encuentra la metodologia de modelado por deposicion fundida (FDM) la cual se basa
en depositar el material en presentacién de filamento capa por capa, siguiendo un camino
pre establecido en tres dimensiones de un disefio hecho en software de modelado en 3D.
Antes de comenzar con la impresion, se deben establecer distintos parametros de impresiéon
tales como el patréon de relleno, la densidad de relleno, la altura de la capa, el grosor de
los perimetros inferiores y superiores, material de soporte, entre otros; y cada uno de estos
pardmetros tiene un efecto en las propiedades y por lo tanto en la aplicaciéon final de las
piezas impresas, lo cual es de relevancia si en el uso se requieren propiedades mecénicas
especiales.

El objetivo de este trabajo fue el de estudiar la porosidad y la estructura de andamios
de acido polilactico (PLA) impresos en 3D para una posible aplicacion en el tejido 6seo
dependiendo de su desempeno a nivel mecanico, de degradaciéon y de biocompatibilidad.
Se estudiaron tres distintos tipos de geometrias cominmente utilizadas en impresiéon 3D
como patrones de relleno y con tres distintas dimensiones, las cuales se variaron con el
porcentaje de relleno dentro de la aplicacion de las impresoras 3D disponibles en el Makerlab



de la Universidad del Valle de Guatemala. Para cada tipo de geometria se realizdé una
caracterizacién mecénica mediante pruebas compresiéon, una prueba de degradaciéon a diez
semanas en PBS y en etanol al 70 % y acetona al 99 % pero a menos tiempo y finalmente
se probd la biocompatibilidad del material utilizado por medio de un ensayo in vitro con
células de Neuroblastoma (LAN1) a través de la prueba con MTT.

En los capitulos 2 al 5 del presente documento se presentan los antecedentes, la moti-
vacion y la justificacion del trabajo realizado, los objetivos y el alcance, en el capitulo 6
se describen los fundamentos teéricos sobre el trabajo realizado, en el siguiente se describe
la metodologia y en los ultimos capitulos se presentan los resultados obtenidos, discusion,
conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO 2

Antecedentes

La Ingenieria de Tejidos es una disciplina de Ingenieria Biomédica que integra la biologia
con ingenieria para crear tejidos o productos celulares fuera del cuerpo y estudiar cémo
poder reparar tejidos danados fuera del cuerpo |1|. Esta rama evolucion6 del estudio de
biomateriales haciendo énfasis en andamios, células y moléculas bioloégicamente activas en
tejidos funcionales. Los andamios celulares, también llamados scaffolds por su nombre en
inglés, sirven como base estable para el crecimiento de cultivos celulares y dependiendo
del area donde se desean implementar pueden ser fabricados a la medida para facilitar la
integracion con el tejido |2].

Existen distintos métodos para la fabricacién de andamios celulares, los cuales se pueden
clasificar en dos grandes grupos, la fabricaciéon convencional y la fabricacion por prototipado
rapido. Algunas técnicas de fabricaciéon convencional son fundicién por disolventes y lixivia-
cion de particulas, liofilizacion, separacion de fases inducida térmicamente, separaciéon con
gases y electrohilado.Y del lado de prototipado rapido existen técnicas que engloban a la im-
presion 3D como la estereolitografia, deposicion fundida por modelado (FDM), sinterizacion
selectiva por laser (SLS), impresion de inyeccion de tinta, biompresion asistida por laser y
fabricacion aditiva |3].

Hablando especificamente de la impresion 3D como método de fabricaciéon de andamios
celulares, en los tltimos anos se han estudiado las propiedades 6ptimas de impresion de los
andamios para que desempefien una funcién deseada. Estos parametros pueden ser modifi-
cados en la impresora como la presion aplicada, la viscosidad del polimero, la distancia de la
boquilla de impresién a la plataforma y la velocidad de movimiento de la boquilla; y pueden
ser optimizados para imprimir estructuras especificas. Estas modificaciones han demostra-
do tener influencia directa tanto en las propiedades mecanicas de los andamios como en la
integracion celular, particularmente en el uso como implantes 6seos |4].

Los parametros especificos de la fabricacién de cada andamio, como la estructura in-
terna, la porosidad y el material también han demostrado tener una gran influencia en sus
propiedades mecanicas y compatibilidad celular. Varios estudios han demostrado que el uso
de filamentos disponibles comercialmente como el acido plilactico (PLA) [5], la policapro-



lactona (PCL) [4] y el poliéter cetona (PEEK) [6] pueden ser utilizados para la impresion
de andamios celulares con un alto grado de integracién con células 6seas. La integracion
celular y la estabilidad de los andamios depende directamente del grado de porosidad y el
tipo de relleno de impresion utilizado. Estos materiales abren las puertas al desarrollo de
tejido artificial 6seo de forma rapida, efectiva y de bajo costo [5].



CAPITULO 3

Justificacién

El hueso es el segundo material mas comtinmente implantado en el cuerpo humano des-
pués de la transfusion de sangre |7]. Condiciones de infeccion, trauma o cancer de hueso,
frecuentemente requieren tratamientos especializados para reemplazar el tejido daniado co-
mo injertos 6seos autologos (obtenido del mismo paciente), alogénicos (obtenido de células
madre, tejidos u organos de un donante) o cadavéricos, asi como cementos 6seos acrilicos
o ceramicos [§]. Usualmente, los injertos alogénicos presentan inconvenientes por el sumi-
nistro limitado de donantes, morbilidad del sitio del donante (complicaciones como dolor,
debilidad o hasta fracturas del hueso donante) y posible rechazo al tejido. Los autoinjertos
no presentan estos problemas y son altamente biocompatibles, sin embargo, estan limitados
a injertos menores a 2.5 cm de longitud debido a las propiedades endégenas de regeneraciéon
osea |9

Tipicamente los autoinjertos son implementados en el tratamiento de patologias y proce-
dimientos como osteotomias [10|, fracturas multifragmentarias |11], pseudoartrosis [12], no
uniones |13], fracturas por osteopenia u osteoporosis |14], cancer de hueso y fracturas por
degeneracion osea |15].

La incidencia de este tipo de patologias es muy comin y afecta a un gran ntmero
de personas a nivel global. La osteoporosis (i.e., pérdida de densidad 6sea) es una de las
causas principales de fracturas en el mundo, estimandose una frecuencia de una fractura
osteoporotica cada 3 segundos en el mundo. Esto es atin mas grave en personas de edades
avanzadas y en mujeres [16]. Por otro lado, el cancer de hueso también tiene una prevalencia
significativa, presentandose en aproximadamente 4000 personas al ano (USA) conllevando a
la muerte en el 53 % de los casos |17]. A estas enfermedades se deben de sumar las fracturas
provocadas por accidentes, donde se estima que una de cada cinco caidas provoca una
fractura |18].

La alta prevalencia de enfermedades que debilitan al sistema 6seo y pueden requerir un
injerto en combinacién con las limitantes asociadas a injertos biologicos, conllevan a una
necesidad tangible de alternativas biomédicas capaces de resolver estos problemas. La inge-
nierfa de tejidos es una disciplina de ingenieria biomédica que busca reemplazar, restaurar



o mejorar los tejidos dafiados en el cuerpo humano, por medio de soluciones tecnologicas
y bioldgicas, presentando una alternativa terapéutica viable para el tejido 6seo [1]. Uno de
los pilares en la ingenieria de tejidos es el uso de estructuras artificiales llamadas andamios
celulares, los cuales son fabricados con el propoésito de permitir el crecimiento celular y fa-
cilitar la integraciéon entre tejido artificial y el objetivo biologico a tratar. De este modo se
permite que haya una unién y un apropiado crecimiento celular en tejidos que no tienen esta
propiedad o que la han perdido a lo largo del tiempo [5].

Existen diversos métodos para la fabricacién de andamios celulares como la impresion
3D, la estereolitografia, el electrospinning, el sinterizado por laser, la bioimpresién y muchos
mas |3]. Todos estos métodos pueden implementar materiales biocompatibles, moléculas
bioactivas y células con la finalidad de generar un material artificial capaz de reemplazar el
tejido u érgano deseado [19]. Dentro de los métodos de fabricacion empleados, la impresion
3D presenta un método de prototipado rapido que es capaz de generar andamios celulares con
diversos materiales de bajo costo, con alta versatilidad en diseno y relleno de las impresiones,
lo que permite modificar sus propiedades estructurales |20].

Los materiales que se pueden utilizar en este método de fabricacién pueden ser poli-
méricos, bioceramicas, compuestos o metales degradables. Tomando especial atenciéon a los
polimeros, estos tienen la ventaja de que pueden ser faciles de preparar, biocompatibles,
bioabsorbibles y biodegradables. En el mercado se pueden conseguir facilmente filamentos
de materiales ya estudiados en este campo como lo son el acido poliglicolico (PGA), poliete-
retercetona (PEEK) (aprobado por la FDA para su aplicacion biomédica), 4cido polilactico
(PLA), acido poli-L-lactico (PLLA, policaprolactona (PCL), entre otros |20).

La ingenierfa de tejidos presenta un campo con répido crecimiento econémico a nivel
mundial, con una gran cantidad de beneficios en medicina regenerativa. Actualmente se in-
vierte mucho dinero a nivel mundial en investigaciéon con el fin de resolver los problemas
previamente mencionados. Lamentablemente en Guatemala no se han realizado investiga-
ciones al respecto aun. Actualmente la impresiéon 3D tiene aplicacion en diversas areas de
investigacion del pais como en la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) |21] y algunos
emprendimientos como la empresa Creativo3D donde venden impresoras 3D y filamentos
para imprimir. Sin embargo, atin no se investigan aplicaciones especificas al campo de la in-
genieria de tejidos, por lo que se considera altamente necesario iniciar este tipo de estudios
para establecer tecnologias de alto impacto y beneficio al pais en el futuro.



CAPITULO 4

Objetivos

4.1 Objetivo general

Disenar, fabricar y estudiar las propiedades mecanicas y biologicas de andamios celulares
de PLA impresos en 3D como alternativa de injerto 6seo.

4.2 Objetivos especificos

= Disefiar andamios celulares de PLA para imprimir en 3D con distintas geometrias
internas y tamafios utilizando parametros analogos al hueso humano.

= Caracterizar las propiedades de compresion de los andamios celulares y compararlas
con el hueso humano.

= Verificar la estabilidad e integridad a largo plazo de los andamios poliméricos al ser
sujetos a estrés quimico.

= Establecer un método de esterilizaciéon para el material elegido para los andamios y
realizar pruebas de biocompatibilidad con células.



CAPITULO b

Alcance

FEl presente trabajo de investigacién consiste en estudiar patrones utilizados en impresion
3D para su uso en andamios celulares y posible aplicacién en regeneracion de tejido 6éseo.
Como principal pardmetro se varié el tipo de patron de relleno y la densidad del mismo. Los
patrones escogidos fueron triangular, giroide y panal de abeja y con densidades de relleno
del 50 %, 75% y 85 %. Estos patrones se seleccionaron en base a demostraciones previas en
la literatura donde se ha demostrado que todos presentan un buen balance entre estabilidad
mecénica y biocompatiblidad celular 22|, |23|, |24], [25], |26], |27]. Con esos paradmetros
constantes, se dejaran fijos los deméas parametros de impresién como la altura de capa,
temperatura de extrusiéon, temperatura de cama, didmetro de extrusor, etc., variables que
no se estudiaron ya que quedan fuera del alcance del estudio. Ademés, las estructuras internas
seran desarrolladas en base a las limitaciones de las impresoras en 3D y modificarlas a escala
microscopica para ajustar el niimero de poros internamente también queda fuera del alcance.

Se planea estudiar estas estructuras a partir de disefios y dimensiones estandar para su
posible aplicaciéon en andamios personalizados, los cuales se pueden realizar a partir de iméa-
genes diagnosticas y asi tener un andamio a la medida. Realizar andamios con dimensiones
personalizadas queda fuera del alcance de este estudio.

Las propiedades mecanicas seran evaluadas en pruebas de traccién y compresion y los
resultados se compararan con valores conocidos del hueso humano. No se espera que los re-
sultados obtenidos sean comparables con la estabilidad mecénica del hueso humano debido a
que esto depende de la integracion celular, lo cual no se alcanzara en este trabajo. Todas las
pruebas seran realizadas con dispositivos de medicién mecanica disponibles en el departa-
mento de ingenieria civil en la UVG. Estos dispositivos estan diseiados principalmente para
mediciones en materiales de construccidon. Realizar otro tipo de pruebas como las pruebas
de flexion y de corte quedan fuera del alcance del estudio.

La degradacion a largo plazo se realizaréd en un lapso de 10 semanas, lo cual dara primeros
indicios sobre la degradacion y estabilidad, sin embargo, estos resultados no son definitivos
y requieren métodos méas extensos a futuro para considerarse envejecimiento acelerado. La
degradacion se evaluard con la pérdida de peso y se hard con solucion PBS, evaluar la



degradacion de degradacién enzimética y determinar los resultados por medio de productos
de degradacion, el cambio de la porosidad y cambio en las propiedades mecénicas, queda
fuera del alcance de este trabajo de graduacion.

Las pruebas de biocompatibilidad con células serdn limitadas al tipo de células existentes
y disponibles en UVG. No se espera realizar pruebas con el tipo de células oseas adecuadas
debido a las dificultades de obtener estas lineas celulares en corto tiempo. La biocompati-
bilidad consistird en pruebas simples para evaluar la citotoxicidad del material en células
mediante una prueba indirecta. Realizar pruebas directas para verificar la adhesiéon celular
queda fuera del alcance del estudio dado que no se cuenta con el equipo necesario para
realizarlo.



CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Huesos

El sistema 6seo esta formado por huesos, cartilagos, ligamentos y tendones. Cada persona
cuenta con 206 huesos de distintas formas y estructuras los cuales desempefian distintas
funciones. Los huesos comprenden el 15% del peso corporal en una persona con peso ideal,
tienen una composiciéon especifica, se pueden clasificar dependiendo el tipo de hueso y tienen
propiedades mecanicas caracteristicas de este tipo de tejido |28].

6.1.1. Tipos de huesos

Los huesos se pueden clasificar a partir de su forma, en donde cada forma esté relacio-
nada con una funcién. Las cuatro clases principales de huesos son largos, cortos, planos e
irregulares, de los cuales también pueden clasificarse como neumatizados, sesamoideos y ac-
cesorios, a continuacién se describe cada uno de ellos, los cuales se muestran en la Figura
detallando donde pueden encontrarse |29].

» Huesos largos: tienen forma cilindrica, contienen médula 6sea y en adultos también
médula grasa. Son mas largos que anchos y son principalmente de hueso compacto.

= Huesos cortos: tienen forma ciibica, siendo su largo, ancho y grosor de longitudes
similares. Brindan estabilidad, apoyo, movimientos limitados y estd principalmente
compuesto por hueso esponjoso.

= Huesos planos: tienen un ancho delgado y su forma suele ser curva. Son puntos de
unién para los musculos y brindan proteccién a algunos 6rganos internos.

= Huesos irregulares: no se adaptan a ninguna categoria de las anteriores dado que no
tienen una forma caracteristica. Son principalmente hueso esponjoso.
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= Huesos sesamoideos: es pequeiio y se forma en los tendones donde se genera una alta
presion articular, brindando protecciéon a los tendones.

» Huesos neumatizados: contienen espacios revestidos por mucosa y llenos de aire.

» Huesos accesorios: no estan presentes en todas las personas como la fabela y el hueso
trigono (hueso adicional en el astragalo).[29]

HUESOS IRREGULARES

Veértebras

HUESOS PLANOS

Escapula, hueso
frontal, hueso parietal,
hueso occipital, iliaco,

costillas

HUESOS LARGOS / N

Fémur, himero, tibia, /
peroné, radio y cibito |

V- = e -
HUESOS HUESOS SESAMOIDEOS
NEUMATIZADOS

Rétula, hueso

Hueso etmoides, pisiforme

hueso esfenoides,
maxilar, hueso
temporal.

HUESOS ACCESORIOS

Fabela, hueso trigono
(hueso adicional en el
astragalo)

HUESOS CORTOS

Hueso de la mano y
el pie

Figura 1: Ubicacion de los tipos de huesos segiin su forma.

Imagen adaptada

6.1.2. Anatomia

Los huesos largos tienen dos regiones principales: la diafisis y la epifisis, estdn compuestas
por subunidades (Figura.

- Diéfisis: porcion central del hueso, dentro de ella se encuentran la cavidad me-
dular que contiene médula ésea amarilla y sus paredes, conocidas como cortex, estan com-
puestas por hueso compacto.

- Epifisis: es la seccion mas ancha del hueso y esta compuesta por hueso esponjoso
en donde se puede encontrar médula 6sea roja.
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El espacio entre la diafisis y la epifisis se denomina metafisis donde ocurre la elongacion
de los huesos largos en la placa epifisaria hasta los 18-21 afios. En el interior del hueso
adyacente a la cavidad medular se encuentra una capa de células llamada endostio las cuales
hacen que el hueso crezca, se repare y se remodele a lo largo de la vida. En el exterior del
hueso se encuentra una capa de células llamada periostio, el cual tiene la misma funciéon que

el endostio pero en la parte de afuera; contiene vasos sanguineos, nervios y vasos linfaticos
[30].

Epifisis

Hueso esponjoso

Endostio

Hueso cortical

Diafisis —f ‘{ =

T— Perostio

Epifsis

Figura 2: Anatomia del hueso largo.

Imagen adaptada [30]

6.1.3. Composicion

El hueso tiene dos componentes esenciales: células y matriz extracelular. El compo-
nente celular se puede clasificar entre la linea osteoformadora y la linea osteodestructura
(Figura [3)). La linea osteoformadora contiene osteoblastos y osteocitos. Los osteoblastos se
encuentran en la superficie 6sea, forman el componente organico de la matriz 6sea y sin-
tetiza el osteoide; y los osteocitos (que se forman a partir de osteoblastos), mantienen la
homeostasis del calcio y fosforo celular, constituyen el 90-95% del componente celular y
tienen prolongaciones citoplasmaticas grandes que se extienden desde las osteonas hasta los
canaliculos. La linea osteodestructora esta compuesta por osteoclastos, participantes en la
resorcion del hueso (proceso de remodelacion en el cual el hueso es destruido), son células
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grandes y multinucleadas [30].
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Figura 3: Componente celular de los huesos

La matriz extracelular del hueso estd compuesta por una parte organica y una inorgénica.
La parte organica compone al 30 % del hueso y esté constituida por sustancia proteica (90 %)
y los grupos celulares mencionados anteriormente. La parte inorganica constituye el 50-70 %
de la composiciéon del hueso y estd compuesta principalmente por hidroxiapatita, la cual se
compone de fosfato tricalcico, carbonato céalcico y numerosas impurezas .

La organizacién de dichos componentes esenciales depende de la parte del hueso a la cual
se esta refiriendo, al hueso esponjoso o al hueso compacto (Figura. El hueso esponjoso o
también llamado trabecular se encuentra en los extremos de los huesos largos y en el interior
de huesos planos , estd compuesto de trabéculas, las cuales contienen osteocitos y estan
cubiertas por el endostio; tiene apariencia de redes aleatorias que dirigen fuerzas hacia el
hueso compacto y su funciéon es hacer mas ligeros los huesos para que los misculos puedan
moverlos facilmente. El hueso trabecular o también llamado cortical se encuentra en la parte
exterior de los huesos largos y cortos, esta compuesto por osteonas, las cuales tienen forma
de circulos concéntricos, en donde cada capa de circulos estd hecha de coldgeno y matriz
calcificada llamada lamela, y entre las lamelas se pueden encontrar osteocitos. El centro de
las osteonas estan recubiertas por endostio, el cual permite la remodelacién y recontrucciéon
del hueso. El centro de cada osteona se denominan canal de Havers, el cual contiene vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios .
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Figura 4: Organizacion estructural del hueso esponjoso y el hueso compacto.

Figura adaptada

6.1.4. Fisiologia

Los huesos abarcan diversas funciones, la funcién principal es de sostener al cuerpo, faci-
litar el movimiento y proteger 6rganos blandos del cuerpo. Los huesos y cartilagos componen
la estructura que soportan al resto del cuerpo. Se dice que facilitan el movimiento porque
sirven como puntos de unién para los musculos y protege érganos blandos as{ como las cos-
tillas protegen a los pulmones y el corazon, las vértebras protegen la médula espinal y los
huesos del craneo protegen al cerebro. A nivel metaboélico los huesos también desempenan
varias funciones: formacion de células sanguineas y almacenamiento de minerales y grasas.
En el interior de los huesos se encuentra el Ginico tejido conectivo del tejido éseo: la médula
Osea, la cual puede ser médula 6sea roja o amarilla. La médula 6sea roja contiene células
madre de la sangre y la amarilla tejido adiposo y triglicéridos guardados en adipocitos, con
el fin de almacenar energia. También es un deposito de minerales importantes para el funcio-
namiento del cuerpo, especialmente calcio y fésforo; por ejemplo, el calcio es escencial para
las contracturas musculares y estan involucrados en la transmisién de impulsos nerviosos

:

6.1.5. Patologias

Los trastornos 6seos son muy comunes, pueden derivarse de distintas formas y los trata-
mientos pueden ser diversos . El presente estudio pretende proponer una posible solucién
con biomateriales (ver seccion 6.2) para aquellas patologias requieren un procedimiento qui-
rurgico en el cual se necesite colocar un injerto 6seo, algunas de estas patologias se describen
en el Cuadro[I] y se representan graficamente algunas de ellas en la Figura [5
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Cuadro 1: Algunas patologias que requieren un injerto éseo

Patologia Descripcion Cita
Fracturas mul- Lesiones de alta energia asociadas a condiciones potencialmente mortales en
tifragmentarias  pacientes politraumatizados. Pueden ser fracturas abiertas (el hueso roto tras-
pasa la piel) o cerradas (opuesto a las cerradas) (Figura. El tratamiento
gold standard es el enclavado intramedular (unién de fracturas por medio
de un clavo que atraviesa la médula ésea) pero se ha demostrado un buen
desempetio de fijacion por medio de placas biometalicas con aloinjertos para
corregir la falta de hueso, proveer mayor estabilidad y una mejor uniéon de la

fractura.
Fracturas por La osteoporosis es un trastorno metabélico que vuelve a los huesos méas po- 15],
osteoporosis rosos y fragiles (Figura Las fracturas osteoporoéticas representan una de

las causas mas comunes de discapacidad. Ocurren en sitios esqueléticos con
propiedades biomecanicas particulares como en la cadera o vértebras. Son
complejas, tienen un lento proceso de cicatrizacion y una compleja osteofija-
cién. Cuando es necesaria una cirugia se utilizan injertos 6seos para mejorar
el potencial de curacion de las fracturas osteoporiticas

No uniones Una no uniéon es una fractura no consolidada que tiene entre seis y nueve me- lE'
ses sin signos de curacioén, lo cual puede ser causa de un movimiento excesivo
en el sitio de fractura. En estos casos los injertos 6seos son una buena alterna-
tiva ya que aumentan la curacién gracias a sus mecanismos osteoinductivos,
osteoconductores y osteogénicos (Figura m

Pseudoartrosis Es un tipo de no unién que se produce cuando un hueso no se cura bien luego
de una fractura, en este caso, se forma un tejido fibroso o cicatrical que no
tiene la misma fuerza que un hueso normal. El tratamiendo gold standard es
un colocar un injerto éseo autdlogo dadas sus propiedades de curacién pero es
un tratamiento que presenta restricciones como la limitada cantidad de hueso
que se puede extraer del paciente y la morbilidad del sitio donante.

Hueso normal

1 2-3em

)

5 Femoral ioping ing
AO Hueso osteoporotico Femoral - Bone Chipping ~ Cancellous Bone Grafiing a
(a) Fractura multifragmentaria (b) Hueso osteoporético (¢) No unién

Figura 5: Algunas patologias que requieren injerto 6seo

6.1.6. Propiedades mecanicas

El hueso, al desempeniar una funcion estructural, soporta diversas cargas tanto internas
(como soportar el peso del mismo el cuerpo), asi como fuerzas externas; por lo tanto, posee
propiedades mecéanicas caracteristicas del hueso como lo son la resistencia, rigidez, elastici-
dad y tenacidad . Estas propiedades son diferentes dependiendo de los tipos de huesos
y varian conforme la edad y si hay presencia de patologias que afectan a los huesos como la
osteoporosis. Ademaés, es importante recalcar que el hueso es anisotropico, es decir, que pre-
senta distintas propiedades en diferentes dimensiones, por lo cual sus propiedades cambian si
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una fuerza se ejerce de forma longitudinal o transversal [33] [34]. A continuacion se muestra
una tabla con algunas propiedades mecanicas estandar del hueso cortical y esponjoso.

Cuadro 2: Médulo elastico del hueso al soportar fuerzas de traccion y compresion \

Tipo de hueso Ensayo Modulo Elastico (GPa) | Carga de Ruptura (MPa)
Cortical Tracciéon 11.4-19.1 107-146
Compresion 15.1-19.7 156-212
Esponjoso Traccién 0.2-5 3-20
Compresion 0.1-3 1.5-50

6.2. Ingenieria de tejidos

La Ingenieria de Tejidos es una disciplina de la Ingenieria Biomédica que integra la
biologia con la ingenieria para restaurar, mantener o mejorar la funcién tisular por medio
de la integracion de tres pilares: andamios hechos de biomateriales, células y moléculas
biologicamente activas en tejidos funcionales, (Figura @ Es una ciencia que trabaja de la
mano con la medicina regenerativa y que actualmente esté en crecimiento, la mayoria de
sus aplicaciones se encuentran en fases de investigaciéon o estudios clinicos de los cuales se
pueden mencionar como ejemplo vejigas suplementarias, arterias pequenas, injertos de piel,
cartilago y otros érganos como tejido cardiaco, pulmonar y hepatico . A continuacién se
describen los pilares de esta disciplina.

Biomaterials
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@ e '\.o\
issue Engineering oo @
0\ o
®e

Autologous, Allogeneic, Cell Lines,
Growth Factors, Chemical Compounds,

Primary Cells, Progenitor Celis
- L Mechanical Stimutis

Induce cell differentiation and
tissue formation

Figura 6: Componentes esenciales que componen a la Ingenieria de Tejidos \

6.2.1. Andamios (scaffolds)

La matriz extracelular (MEC) son productos de soporte celular compuesta por proteinas
estructurales, glicidos y glicoproteinas; es especifica para cada tipo de tejido y cuando estos
se danan, la MEC deja de ser producida. Los andamios, o también llamados scaffolds por
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su nombre en inglés, son estructuras de soporte que son parte de la Ingenieria de Tejidos
para actuar como una MEC en el tejido que se desea estudiar |2|, actuando como un molde
de soporte que permite el 6ptimo suministro de factores necesarios para la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de las células [3].

Los andamios se pueden fabricar de distintos materiales y formas. Para la seleccién de
materiales se pueden escoger de cualquier familia de materiales: metéalicos, poliméricos, ce-
ramicos o compuestos |37]. Los métodos convencionales y prototipado rapido son los dos
grandes grupos de métodos de fabricacion. Los métodos convencionales se usan para disenar
andamios con poros y formas especificas pero su uso se limita cuando se trata de conecti-
vidad y arquitectura interna especifica; lo cual se resuelve con los métodos de prototipado
rapido (o también llamados por fabricacion aditiva) los cuales se utilizan para fabricar anda-
mios utilizando modelos de disefio asistido por computadora (CAD) lo cual ademas permite
producir andamios personalizados o especificos para los pacientes |3].

Para la fabricaciéon de los andamios también es de gran importancia la seleccién de los
materiales o biomateriales a utilizar, estos pueden ser naturales o sintéticos y su selecciéon
depende del tejido que se desea regenerar. Por ejemplo, los polimeros rigidos se utilizan para
tejidos duros como el hueso, los polimeros maleables para tejidos blandos como nervios y
polimeros flexibles para tejidos elasticos como la piel o vasos sanguineos |3]. Ademés de los
polimeros, se pueden utilizar materiales metélicos, ceramicos o compuestos y dependiendo
del tipo de fabricaciéon se pueden usar en presentacion laminar, liquidos o en polvo [3]. Es
importante mencionar que el material utilizado debe ser biocompatible y dependiendo de
su aplicacion biodegradable. En el Cuadro [3] se mencionan algunos métodos de fabricacion
convencionales y de prototipado rapido asi como los materiales comtinmente utilizados; cada
metodologia tiene ventajas y desventajas tales como el precio, el tamano de poro posible
a alcanzar, el control de la porosidad y el tamano, tiempo de fabricaciéon, la cantidad de
energia que requieren y la viabilidad de los materiales y solventes [38].

Cuadro 3: Métodos de fabricacién de andamios celulares y materiales utilizados para cada una [3],
[38].

Metodologia Técnica Familia de materiales cominmente uti-
lizados
Convencional Fundicién de solventes y lixiviaciéon de | Polimeros y compuestos poliméricos
particulas
Separacion de fases inducidas térmica- | Polimeros termoplésticos
mente
Sol-gel Metales, alcoxidos metalicos, cerdmi-
cos y vidrios
Electrospinning Polimeros
Prototipado ra- | Estereolitografia Polimeros fotosensibles
pido
Sinterizacién selectiva por laser Metales y ceramicos (en presentacion
de polvo fino)
Modelado por deposicién fundida Polimeros y compuestos ceramicos
Bioimpresién asistida por laser Células e hidrogeles poliméricos
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Hablando especificamente de la porosidad en un andamio, esta se define como los espacios
vacios o cavidades presentes en la estructura, es decir, a una macro escala. No obstante,
al hablar de porosidad, se pueden mencionar tres tipos: macro, micro y meso. La macro
porosidad se refiere a cuando el poro es mayor a 100 pm, la micro porosidad a cuando es
menor a 10 um y la meso porosidad a cuando es menor a 100 nm, esto se ilustra en la
Figura[l] Ademas, cabe resaltar las funcionalidades de cada escala: la macroporosidad sirve
de soporte celular para promover la proliferacion y estabilidad celular, la micro porosidad
sirve para la vascularizaciéon y difusién de nutrientes y la meso porosidad funciona para la
adhesion y diferenciacion celular 39).

MACRO (>100 pm)

MICRO (<10 pm)

MESO (<100 nm)

Figura 7: Definicion de porosidad a distintas escalas |39]

6.2.2. Células

El uso de células es otro de los pilares de la Ingenieria de Tejidos y se pueden utilizar
de distintas formas: implantaciéon de células aisladas, en combinacién con andamios o in
situ para regenerar células nativas |36]. También se utilizan para realizar diversos cultivos
celulares para estudiar la biocompatibilidad, citotoxicidad y adherencia a los materiales o
también pueden ser materia prima para las bioimpresoras [3|. La implementacion de de
células aisladas se refiere a aislar células, expandirlas exr vivo y reimplantarlas con una
mayor viabilidad celular. Utilizarlas en combinaciéon de andamios conlleva beneficios de
biocompatibilidad (en el caso de usar células autologas). Y la aplicacion in situ combina
el campo de la liberacién controlada de firmacos mediante biomateriales personalizados y
modular el reclutamiento y la diferenciacion de progenitores por medio de terapias génicas
[34].

6.2.3. Senales regulatorias

El comportamiento celular se ve influenciado por diversos factores biologicos y senales
bioquimicas y biofisicas de la MEC para inducir y regular la formacion del tejido ya sea in
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vitro o in vivo. Los estimulos bioquimicos modulan los procesos de senalizacién celular que
regulan la migracion, la adhesion, la diferenciacién y la supervivencia celular; los factores
de crecimiento, citoquinas y proteinas reguladoras son algunos ejemplos que funcionan de
forma local o sistémica para esta aplicacion |36]. En cuanto a las senales biofisicas se refiere a
estimulos fisicos o mecénicos que implican fuerzas, movimientos o cambios del entorno fisico
de las células que pueden aportar a conseguir respuestas celulares y procesos biolégicos
esperados. El estiramiento mecanico y el cambio de flujo de fluidos mediante el uso de
biorreactores y el uso de estimulos eléctricos y térmicos son algunos ejemplos de senales
biofisicas que se utilizan en esta aplicacion [3§].

6.3. Andamios impresos en 3D para aplicaciones 6seas

El hueso tiene la capacidad de repararse por si mismo, pero existen defectos que impiden
que el hueso pueda hacerlo como fracturas, tumores, remocién de hueso por algtin procedi-
miento quirirgico o accidentes. Actualmente, los injertos 6seos autélogos o alogénicos junto
con placas de fijacién 6sea son el “gold standard” para el tratamiento de tales defectos de
gran tamafio. Sin embargo, estos tratamientos presentan limitaciones como la falta de dispo-
nibilidad de hueso donante, riesgo de infecciéon y falta de coincidencia con la geometria Osea
del sitio del defecto. Estas desventajas han motivado a los investigadores a desarrollar an-
damios celulares de biomateriales porosos impresos en 3D para promover potencialmente la
regeneracion o6sea [20], ya que esta tecnologia tiene un alto grado de automatizacion, buena
precision y reproducibilidad 39| y ha sido aplicada en numerosos sectores, siendo el campo
de la medicina uno de ellos aunque con un bajo porcentaje de aplicacion (0.973 % para el
2018) pero que tiene un prondstico de aumento (18.2% para el 2026) [40|. Actualmente
se estudian diversas variables en los andamios para esta aplicacién y con esta metodologia
de fabricacion, dentro de las cuales las geometria y tamano de poro, la porosidad y los
materiales son unas de ellas.

6.3.1. Geometria del poro

Una variedad de estructuras porosas pueden promover la adhesion, diferenciacion y pro-
liferacién celular para permitir una mejor integraciéon del implante con propiedades fisicas
cada vez mejores |41]. Los métodos convencionales de fabricacion de andamios se ven limita-
dos por la baja capacidad de poder controlar caracteristicas de los poros tales como tamano,
geometria, interconectividad, distribucién espacial y distribucién espacial de la rigidez del
material. Es por ello que las metodologias de fabricaciéon aditiva o técnicas de impresion 3D
muestran potencial para la fabricacion de andamios [20|. Los disenos de andamios celulares
en 3D son ilimitados, pueden ser de distintas geometrias basadas en la naturaleza como las
estructuras de panal (honeycombs), inspirados en geometrias de formas geométricas estandar
como las rectangulares y circulares o de geometrias personalizadas. Cada estructura tiene
distintas propiedades las cuales varian con la porosidad y a medida que avanzan los estu-
dios, se tiene una mejor comprensién en sobre los mejores parametros para esta aplicacion.
Ademas, se ha demostrado que para el proceso en impresion 3D tienen efecto los parametros
de impresién como la temperatura de impresion, la velocidad de impresién o el grosor de la
cubierta [20]. En la Figura se muestran algunos ejemplos de estructuras que se utilizan en
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este campo de estudio inspiradas en figuras geométricas convencionales [a] inspiradas en la
naturaleza [8h] y a partir de estructuras totalmente personalizadas [8d

(a) Disefio estandar: circular, sinusoidal y ortogonal

(b) Diseno inspirado en la naturaleza (c) Diseno personali-

zado

Figura 8: Estructuras de andamios basadas en diversos disenos

Se ha demostrado que la porosidad 6ptima de un andamio celular es aquella entre el 40
y 70 %, esta porosidad permite el crecimiento celular y el intercambio de nutrientes en los
andamios 6seos. Los poros més pequenos pueden inhibir la proliferaciéon celular o dar lugar
a una vascularizacién y transporte de nutrientes insuficiente, mientras que los poros méas

grandes pueden disminuir la capacidad de carga del andamio y tener un mayor efecto sobre
la vida util de la fatiga [24].

6.3.2. Materiales

Ademas de escoger la estructura de los andamios es importante realizar una buena selec-
cion del material a utilizar. Para esta aplicacion se buscan algunas caracteristicas especiales:

» Propiedades mecanicas: se debe escoger un material apropiado para el hueso y
que el soporte fuerzas estaticas y ciclicas in vivo y que a la vez pueda mantener una
alta porosidad para facilitar el crecimiento 6seo, la vascularizacion y el transporte de
nutrientes. Esta propiedad se puede modificar al realizar cambios de concentraciéon en
algunos materiales como en el Acido Poli(D,L-Léctico) (PDLLA) [43| o modificando el
tamafo o geometria de los poros del andamio , ademas, la resistencia a compresion
debe ser comparable con la del hueso cortical, la cual estd en un rango de 100 a 150

MPa .
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= Propiedades biolégicas y biocompatibilidad: el material no debe ser téxico para
que las células puedan crecer y reproducirse, asi como promover una interacciéon celular,
diferenciaciéon y migracion adecuada. En cuanto a la biocompatibilidad, el material no
producir respuestas locales o sistémicas perjudiciales para el cuerpo [45].

» Biodegradable: se refiere a la degradacion gradual de un biomaterial mediada por una
actividad biologica especifica ya sea por hidrolisis, degradaciéon enzimatica o ambos.
Para esta aplicacién, el biomaterial debe tener la capacidad de degradarse ya que
el andamio no es un implante permanente sino que debe degradarse media vez se
produzca la propia matriz extracelular [45].

Otras propiedades que vale la pena mencionar son la resistencia a la corrosion, la esta-
bilidad térmica, la estabilidad quimica y la facilidad que tengan para imprimirse [46]|. En
impresion 3D la familia de los polimeros son los materiales mas utilizados; actualmente se
pueden encontrar biomateriales en forma de filamento para aplicaciones biomédicas o se pue-
de optar por hacer un filamento propio de otro polimero. El acido polilactico (PLA), el poli-
éter éter cetona (PEEK), la policaprolactona (PCL) y el 4cido polilactico de L-enanti6mero
(PLLA) son filamentos usualmente utilizados en en ingenieria de tejidos 6seos y se pueden
utilizar con refuerzos de biomateriales en distintas concentraciones como lo son la hidro-
xiapatita, el acido poliglicolico (PGA), el fosfato tricalcico (T'CP), el hierro y el silicato de
calcio (CaSiO3) [20] [47].

6.4. Pruebas de verificacion

Para estudiar las caracteristicas de los andamios y poder probar si tienen potencial para
su uso se realizan pruebas de verificacion especificas para evaluar su uso segun el tipo del
tejido en el cual se quiera aplicar; en cuanto al hueso, se realizan pruebas que verifiquen
que el andamio pueda soportar un ambiente parecido al que experimentan los huesos, lo
cual se logra con pruebas mecéanicas de tension y compresion |20]. Ademas, es de gran
utilidad saber si el material es biocompatible, bioactivo, biodegradable y esterilizable |48].
A continuacién se describen algunos ensayos de utilidad para evaluar las propiedades de los
andamios poliméricos impresos en 3D.

6.4.1. Pruebas mecanicas

Las principales pruebas a desarrollar en andamios con aplicaciones 6seas son las prue-
bas de traccién y compresion, las cuales se pueden desarrollar con equipo especializado en
pruebas mecéanicas y se debe seguir un procedimiento que de preferencia sea estandar.

Ensayo de compresion Este ensayo consiste en aplicar fuerzas de compresion a un
material (en este caso a los andamios) y medir su respuesta. Durante la prueba se coloca la
muestra de material en una méquina especializada para este en ensayo la cual comprime la
muestra entre dos placas. La maquina aplica una carga que va en aumento gradual y que
a la vez deforma y reduce el tamafno de la muestra. Si se utiliza una maquina de ensayos
digital, esta guarda los resultados, los cuales son una curva de esfuerzo-deformacion, la cual
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explica el comportamiento del material bajo este tipo de fuerza. Si al contrario, la maquina
es andloga, se deben tomar los datos de fuerza y deformacién, convertir estos parametros a
esfuerzo y deformacioén total, respectivamente, y realizar la grafica de esfuerzo-deformacion.
La grafica de esfuerzo-deformacion nos arroja una variedad de resultados [49]:

» Fuerza compresiva: indica el valor maximo de fuerza a compresion que soporté el
material sin fallar ni deformarse significativamente.

= Limite elastico: el limite elastico se alcanza cuando el material comienza a deformarse
plasticamente, es decir, que no volvera a su forma original cuando se retire la carga.

= Mo6dulo de Young: también llamado moédulo de elasticidad, es la medida de rigidez
de un material o su resistencia a la deformacion elastica bajo carga. En la gréafica de
esfuerzo-deformacion se puede calcular a parir de la pendiente de la region lineal inicial
de la curva.

Limite
eléstico ‘ l l
v

[ 1 [ C Jd

()

Yoling L ] [ 1 [ 1

carga compresiva/esfuerzo
e

4 deformacion plastica
deformacién —_— deformacién/compresion
elastica

Figura 9: Ejemplo de curva resultante de los ensayos de compresion [50]

Ensayo de tracciéon Consiste en aplicar una fuerza de traccién axial en una probeta
estandarizada, promoviendo la deformacion del material en la direccion del esfuerzo, el cual
tiende a alargar la probeta hasta la fractura. Al igual que con la prueba de compresion,
en esta prueba también se obtiene una curva resultante de tensién-deformacién en la cual
ademas del modulo de Young, se puede identificar lo siguiente [51]:

» Limite elastico del material: punto en el cual el material puede volver a su forma
original cuando se elimine la tension. Luego de este punto se produce una deformacién
permanente.

= Punto de rendimiento: marca el final de la regién eléstica y el comienzo de la region
plastica. En este punto el material experimenta una deformacién més profunda la cual
le impide volver a su forma original.

= Resistencia ultima a la traccién: es la tensién maxima que el material puede soportar
antes de que ocurra una deformacion localizada y es el punto més alto en la curva.
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= Punto de fractura: es el punto en el cual el material se rompe.

Resistencia Punto de

ultima a fractura
traccion

rendimiento

A4
e |
elastico I y LN l
a =B

Esfuerzo

Deformaciéon

Figura 10: Ejemplo de curva resultante de los ensayos de tension

Para ambos tipos de pruebas existen probetas estandarizadas con dimensiones especificas
para que este parametro no influya en los resultados. En ambas pruebas existen protocolos
estandar dados por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) y la Sociedad
Estadounidense de Pruebas y Materiales (ASTM) para garantizar coherencia y confiabilidad.
Por mencionar algunos ejemplos para la prueba de tracciéon en polimeros se pueden utilizar
las normas la ISO6603 , ASTM D695 o ASTM D1621 y para los ensayos de
traccion ISO 527-1, ISO 527-2 [55]o ASTM 638-14 [56].

Con los resultados de estas dos pruebas se puede analizar si las propiedades son parecidas
a las del tejido de interés, en este caso del hueso, (ver Cuadro . Un parametro importante
a tomar en cuenta al momento de realizar pruebas mecanicas es la orientacién de impresion,
ya que se ha demostrado que hay diversas formas de imprimir probetas y que las diferencias
son significativas , las distintas formas de imprimir las probetas para estos ensayos se
muestran en la Figura

(@
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Build direction

(b)

Z
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Figura 11: Distintas formas de imprimir probetas para ensayos de traccion (a) y compresion (b) \
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6.4.2. Pruebas de degradacion

Al hablar de un andamio 6seo hecho a partir de un material polimérico, se espera que este
pueda ser absorbido por el cuerpo tras la formacién de nuevo tejido, con su correspondiente
morfologia y funciéon en el proceso de degradaciéon gradual. Dicho de otra forma, al ser un
dispositivo temporal y no permanente, el andamio eventualmente se fusiona con hueso nuevo
(Figura u . Con esto en mente, se puede decir que este tipo de materiales son biode-
gradables, lo cual significa que son materiales que tienen la capacidad de descomponerse en
diéxido de carbono, metano, agua, compuestos inorganicos y biomasa . Los modos de
degradacion se pueden dividir de varios tipos: degradacion hidrolitica y enzimatica, degra-
dacién superficial y masiva o degradacion por esciciéon de cadena final y aleatoria |§|| En el
caso de polimeros sintéticos como el PLA o el PCL, su degradacién ocurre por el mecanismo
de hidroélisis de la cadena principal con enlaces éster, y los productos de degradacién pueden
ser acido lactico monomeérico u oligonémeros de 4cido lactico. Al estudiar la degradacion de
andamios de forma in vitro se ha demostrado de que esta relacionado con la temperatura, pH
, morfologia (e.g. peso molecular) y topologia (tamano y forma del poro) . Ademas,
al igual que en las propiedades mecénicas, existen pruebas estandarizadas para verificar la
degradacién en un biomaterial polimérico, asi como la norma ISO 10993-13 .
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Figura 12: Diagrama del proceso desde la creaciéon hasta la degradaciéon de andamios 6seos EII

6.4.3. Pruebas biolégicas

La biocompatibilidad (i.e. capacidad de un material o dispositivo médico para interac-
tuar de forma segura y eficaz en un entorno biolégico sin causar dafo, reacciones adversas
o efectos toxicos significativos) es otro parametro importante a tomar al momento de se-
leccionar materiales para su uso en andamios . Esta siempre comprueba con el uso de
lineas celulares y puede ser de las siguientes tres formas segtin la norma ISO 10993-5: con
extracto, de forma indirecta o de forma directa (Figura . Los ensayos con extracto
consisten en incubar el material de interés por un tiempo determinado en un medio que luego
se pone en contacto con células, se incuba y luego se mide cuantitativamente la viabilidad
celular. El ensayo de forma indirecta se logra colocando el material de forma indirecta a
las células para verificar la interaccion de los productos lixiviables y luego medir la viabi-
lidad celular; y el ensayo de forma directa consiste en colocar el material directamente en
cultivo con las células, lo cual se incuba y luego se evaltua cualitativamente con microscopia
para visualizar la interaccion fisica (asi como la adherencia) de las células y el material y
verificar la viabilidad celular I@] La viabilidad se puede medir con reactivos como el MTT
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(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio), , resazurina @I, XTT (2,3-
Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) [47], y a partir de los
resultados de la viabilidad celular de las células que contienen materiales con respecto al
control, se puede determinar si el material es toxico o no, a partir de una viabilidad celular
>70 % se puede considerar que el material no es toxico [63].

Para este tipo de ensayo se debe considerar contar con un laboratorio con un nivel de
bioseguridad adecuado para cultivos celulares, trabajar bajo condiciones estériles bajo una
campana de flujo laminar y con herramientas y soluciones estériles (e.g. puntas de pipetas
y micropipetas, medio de cultivo, placas o pozos de cultivo, etc.), una incubadora de CO2
utilizada tnicamente para cultivos celulares, microscopio invertido, cAmara de Neubawer
etc.

(A)

Medio de
cultivo

Material a
evaluar

adherentes

Figura 13: Tres formas de realizar un ensayo de biocompatibilidad los componentes que lo
conforman: a) forma directa, b) forma indirecta y c) con extracto [47]
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CAPITULO [

Metodologia

Se realizan las siguientes pruebas utilizando filamento de acido polilactico (PLA) marca
ESUN 1.75mm de color blanco (Cold white) para la impresora 3D que utiliza la técnica
de modelado por deposiciéon fundida (FDM) marca Prusa MK3S+ (Prusa Research, Praga,
Republica Checa)

7.1. Diseno de andamios

Para los andamios investigados en este trabajo, se utilizan geometrias de patrones de
relleno estandar en impresion 3D: triangulos, giroide y panal de abeja (honeycomb) |25,
[64], |27] ¥ con distinto tamano de poro, lo cual se logra variando la densidad de relleno en
el software de impresion, las cuales se son de del 20 %, 50 %, 75 %, 85 % y 95%. Luego de
inspeccionar las estructuras 6ptimamente con un estereoscopio marca AMSCOPE AM-SM-
3TZ-54S-10M (AmScope, CA, USA), se delimitan el resto de pruebas dentro de este trabajo
a los porcentajes de relleno del 50, 75 y 85 %.

Para visualizar estas estructuras se disefia un cilindro en el software Inventor Pro 2022
(Autodesk, CA, USA) de ¢=10mm y h=2.5mm y se crean archivos para impresion 3D
(STLs) los cuales se modifican en el programa PrusaSlicer 2.6.0. (Prusa Research, Praga,
Republica Checa) removiendo los perimetros y capas superiores y colocando los patrones y
densidades de relleno mencionadas anteriormente (Figura. Estos cambios a una impresiéon
3D estandar se realizan con el fin de facilitar la observacion y analisis de las estructuras.
Para ello se debe seleccionar el objeto al cual se desea remover dichos parametros, dar click
derecho y hacer click en la propiedad “capas y perimetros”’; seguidamente se abre dicha
ventana y en las variables “perimetros” y “capas so6lidas superiores e inferiores” se coloca el
nimero 0. Para colocar los patrones y densidades de relleno se selecciona el objeto y en la
misma ventana de configuracién de impresion se colocan los patrones y densidades de relleno
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giroide, panal de abeja y triangular, con densidades de relleno del 50, 75 y 85 % (Figura.

Parametro Previsualizacion

Con perimetros y capas
so6lidas superiores e in-
feriores

Sin capas so6lidas supe-
riores e inferiores

Sin perimetros ni capas
solidas superiores e in-
feriores

Figura 14: Previsualizacion al quitar perimetos y capas solidas superiores e inferiores

Porcentaje de relleno
50 % 75 % 85 %

Patréon

Giroide

Panal de abeja

Triangular

Figura 15: Previsualizacion de los patrones de relleno con diversos porcentajes de relleno. Cilindros
de p=10mm y h=2.5mm

Al tener los objetos listos se exporta el codigo G y se manda a imprimir en 3D por medio
de modelado de deposicion fundida (FDM) en una impresora Prusa MK3S-+ (Prusa Research,
Praga, Republica Checa) disponible en el laboratorio Makerlab dentro de la Universidad del
Valle de Guatemala con los pardametros de impresion que se indican en el Cuadro [4] para
cada patron y % de relleno escogido.
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Cuadro 4: Pardmetros de impresion de las estructuras y poros estudiados

Parametros Valores

Temperatura de extrusor 205-215 °C

Temperatura de la cama 60°C

Boquilla del extrusor 0.4 mm

Altura de capa 0.1 mm

Patrones de relleno Triangular, giroide y panal de abeja
Capas solidas inferiores 0

Perimetros 0

Capas so6lidas superiores 0

Se tiene un total de nueve parametros establecidos los cuales seran referenciados con un
codigo especifico a lo largo de este documento (Cuadro .

Cuadro 5: Codigos de estructuras segiin su patréon y porcentaje de relleno

Codigo Patron de relleno Porcentaje de relleno
(%)
G1 Giroide 50 %
G2 Giroide 75 %
G3 Giroide 85 %
H1 Panal de abeja 50 %
H2 Panal de abeja 75 %
H3 Panal de abeja 85%
T1 Triangular 50 %
T2 Triangular 75 %
T3 Triangular 85 %

7.1.1. Evaluacion de macroestructura de los andamios

Las muestras impresas se analizan por medio de microscopia éptica con un estereoscopio
y con microscopia electronica de barrido. Se utiliza el estereoscopio AMSCOPE AM-SM-
3TZ-54S-10M (AmScope, CA, USA) con camara para obtener fotografias por medio del
programa AmScope (AmScope, CA, USA), antes de tomar las fotografias se calibran los
aumentos con una regla de calibracién de micréometro de microscopio contenida en un kit
de microscopio digital Jilusion Wifi (Jilusion, SZ, China) y en cada fotografia obtenida se
coloca una barra de escalas en la esquina inferior derecha. Las imagenes obtenidas se analizan
en el software ImageJ (National Institute of Mental Health, MD, USA) para determinar el
tamano de poro promedio y la porosidad.

Para el anéalisis de las imagenes en ImageJ se realiza un analisis de particulas en donde
se debe seguir con los siguientes pasos: se establece la escala colocando una linea en la escala
presente y se define la dimension, se establece que el tipo de imagen es de 8-bit, se ajusta y se
aplica el threshold a manera de dejar los poros coloreados (Figura, se realiza un andlisis
de particulas en donde se establece que analice las particulas de tamanos a partir de 0.1mm
para que no cuente otras particulas que se pueden generar en los bordes con los filamentos
de al rededor, se establece que muestren las particulas analizadas colocando ’overlay mask’
en la seccién se 'show’, también se coloca que se muestren los resultados y un resumen en
donde se excluyen los bordes y se incluye un overlay (Figura , se procede a dar click
en ok y se muestra el resultado por poro y el resumen de toda la superficie con los poros
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coloreados (Figura [37))
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Figura 16: Uso del software Image J

Para la evaluacién con microscopia electronica de barrido se utiliza el micoscopio JSM-
IT500 (Jeoek, TK, Japén) ubicado en el Centro de Investigacion y Desarrollo (CID) de
Cementos Progreso S.A. (Guatemala, Guatemala). Se obtienen fotografias tinicamente de
las estructuras con 50 % de densidad de relleno para evaluar las diversas estructuras mi-
croscopicas y verificar si al esterilizar con autoclave los andamios provoca alguna diferencia
morfologica (se llevan muestras previamente esterilizadas con autoclave); para ello se colocan
las muestras en la platina del microscopio en donde se identifica la posicién de cada muestra
(Figura . Se toman fotografias a diversos aumentos y hasta el aumento méas grande que
el material pueda soportar, pues este se comienza a desintegrar en aumentos demasiado

grandes por la temperatura que emiten los electrones.
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Figura 17: Colocacion de las muestras a analizar

7.2. Evaluacion mecanica

Se realizan ensayos de traccion y de compresion en la Méquina de Ensayos Universales
marca Versa Tester (Instron Corporation, MA, USA) presente en el laboratorio de Materia-
les 1 del departamento de Ingenieria Civil de la Universidad del Valle de Guatemala. Los
ensayos se intentan apegar a los estandares ISO 527-2:2012 y ASTM D695 para las prue-
bas de tracciéon y compresion, respectivamente, ensayos estandarizados para polimeros los
cuales indican dimensiones estandar de las probetas;sin embargo, dado a que la maquina
no es especifica para polimeros y es especializada en materiales mucho més resistentes (i.e.
materiales de construccion) se realizan modificaciones en las dimensiones a las probetas y se
ajusta el perimetro de las mismas con el objetivo de tener precisiéon en los resultados, pues
el fabricante indica que por el tiempo de uso ha perdido presicién y se recomienda no hacer
ensayos con bajos valores de fuerza (recomendable que sean materiales que resistan fuerzas
mayores a 1,000 lbs).

Se disenan y se iteran versiones de probetas con las dimensiones lo més apegadas a las
normativas y con modificaciones dado lo mencionado anteriormente, se imprimen segtn los
distintos tipos de patron y porcentaje de relleno mostradas en el Cuadro [5} cada prueba
se realiza en triplicado con el objetivo de tener mayor robustez estadistica. Se realizan tres
probetas de cada geometria (9 distintas geometrias), lo cual da como resultado 27 probetas
para cada ensayo, con un total de 54 probetas en total.

7.2.1. Pruebas de traccion

Se intenta apegarse al estandar ISO 527-2:2012 1A , el cual sugiere las dimensiones
de la probeta que se muestran en la Figura[I8a] y también se disefian las probetas utilizadas
por Pimentel en 2019 con las dimensiones que se muestran en la Figura dichas
probetas se fabrica en Inventor Pro 2022. Se disenan las probetas con estas dos dimensiones
para verificar cuél tiene el mejor desempeno y que se adapte a las limitaciones de la maquina
de ensayos.

Luego imprimen tres probetas con perimetro (Figura|[19a) y sin perimetro (Figura [19b))
con las dimensiones utilizadas por Pimentel 2019 y tres con perimetro (Figura con las
dimensiones dadas por ISO 5721 1A con el objetivo de establecer si el perimetro aporta
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Figura 18: Dimensiones de probetas que se prueban para establecer la dimension final de las
probetas para el ensayo de tracciéon. Unidad de medida: mm

resistencia en la traccién y qué dimensiones de las probetas son las més adecuadas. Para
este primer ensayo se trabaja con el patron de relleno triangular al 50 % y los valores de

perimetro son de 5 capas inferiores, 0.1 de altura de capa, 2 perimetros superiores y 6 capas
solidas superiores.
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(c) Probeta segtn dimensiones de ISO 5721 1A con perimetro

Figura 19: Pre visualizacion de las primeras probetas a probar en el ensayo de traccion

Se realizan modificaciones en la probeta dada por ISO 5721 1A las cuales se muestran en
la Figura[20] en donde se aumenta tnicamente grosor para que estas resistan mas, se trabaja
con los tres patrones de relleno establecidos con una densidad del 50 % (ver Figura y se
mandan a imprimir sin perimetros.Al tener resultados no satisfactorios dado a que tienen
la falla a una fuerza relativamente pequena establecida por el proveedor de la maquina de
ensayos, se procede a realizar otra iteracion de la probeta con las mismas dimensiones esta-
blecidas anteriormente pero esta vez con perimetros y se valida que tenga maés resistencia,
de lo contrario, se cancela el ensayo de tracciéon ya que no se recomienda realizar modifica-
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ciones en las dimensiones y es dificil obtener estos resultados en la maquina disponible, pues
presenta limitaciones.
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Figura 20: Iteracion en las dimensiones de la probeta tomando como referencia las dimensiones
dadas por ISO 5721 1A

(a) Probeta con parametros segun G1

(b) Probeta con parametros segtn H1

(c) Probeta con parametros segin T1

Figura 21: Pre visualizacion de modificacion de las dimensiones de la probeta dadas por ISO 5721
con distintos patrones de relleno

Para realizar las pruebas en la maquina de ensayos universales se monta la maquina para
realizar la prueba de tracciéon, en donde se ajustan unas mordazas segin la altura de las
probetas. Al estar montada la probeta (Figura se configura la maquina para que ejerza
fuerza de traccién de forma lineal y se toman los datos de deformaciéon de forma manual
cada 25lbs. Los datos de deformacion se leen con dial marca CDI Chicago (CDI Chicago, 11,
USA) con una resolucion de 0.001 pulgadas (Figura
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Figura 22: Montaje de las probetas de traccién en la méquina de ensayos universales

Figura 23: Dial utilizado para leer la deformacién de las probetas

Al tener los resultados de la fuerza y deformacion, estos datos se procesan para obtener
el esfuerzo y la elongacion mediante las Ecuaciones [I] y 2] respectivamente.

F
o= (1)

Esfuerzo ejercido hacia de la probeta, donde F es la fuerza aplicada axialmente al objeto
dada en Newtons (N) (se realiza la conversion de Lbs a N) y A es el area de la seccion
transversal de la probeta donde se aplica la fuerza dada en metros cuadrados (m?). En el
caso de las probetas disefiadas, el area transversal es de 40 mm? y en el caso de la probeta

que se le aumenta el grosor es de 80 mm?.
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€= — (2)

Deformacion de la probeta, donde AL es el cambio de longitud en mm (se debe hacer
la conversion de in a mm) y L la longitud original del objeto, que en el caso de las probeta
diseniadas son de 109.3mm y 25.4mm segin las dimensiones establecidas por la ISO 5721 1A
y las utilizadas por Pimentel en 2019, respectivamente. Al tener los resultados de esfuerzo
y deformacion, se realizan distintas graficas en el software Matlab (Mathworks, MA, USA)
para visualizar el efecto del patron, porcentaje de relleno y perimetro; y se identifican los
pardmetros que dan los resultados méas bajos y altos por patréon y de forma global mediante
una grafica de barras. También se obtiene el médulo de Young para cada resultado con
las gréaficas generadas solo si las probetas si se apegaron a la limitaciéon establecida por el
fabricante.

7.2.2. Pruebas de compresion

Para las pruebas de compresion se utilizan las dimensiones utilizadas por Pimentel en
2019, las cuales si son aptas a las condiciones de la méaquina de ensayos universales, las
dimensiones se muestran en la Figura 24y al igual que las probetas de traccion, se mandan
a imprimir con perimetros y sin perimetros tnicamente con el patrén de relleno triangular
y con una densidad del 50 % para establecer si el perimetro le aporta una mayor resistencia,
en la Figura [25| se muestra una previsualizacién de estas probetas las cuales se imprimen en
triplicado.

50.80

—
i

= 25,40

Figura 24: Diseno de la probeta para los ensayos mecéanicos de compresiéon. Unidad de medida: mm

(a) Probetas vistas desde arriba (b) Probetas vistas de lado

Figura 25: Previsualizacion de las probetas que se utilizan para la prueba de compresiéon con
perimetro (cilindros de la derecha de cada imagen) y sin perimetro (cilindros a la izquierda de cada
imagen
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Para realizar esta prueba se configura la maquina de ensayos universales para pruebas
de compresion (Figura , ajustando el puente moévil que ejerce la fuerza hacia la probeta
de tal forma que quede bien colocada la probeta; se comienza a ejercer la fuerza y se toman
datos de deformacion forma manual cada 200 lbs con ayuda del mismo sensor analdgico
(dial) usado para las pruebas de traccion.

Figura 26: Montaje de las probetas de compresiéon en la maquina de ensayos universales

Al tener los resultados, se procesan para obtener el esfuerzo y la deformacién igual que
en la prueba de traccion (ecuacion [l y . En este caso, el area de la seccion transversal de
la probeta es de 50.6 cm?. Al tener estos datos, al igual que con las pruebas de traccion, se
realizan graficas en Matlab de las probetas con perimetro y sin perimetro. Dados los buenos
resultados de las probetas con y sin perimetro de en esta prueba, no se hacen iteraciones en
cuanto a las dimensiones de las mismas y se establece trabajar con perimetros. Se procede
a mandar a imprimir las probetas con los mismos pardmetros de impresiéon y por temas de
optimizacion de tiempo y material, se mandan a imprimir con altura de capa de 0.2 mm
(segun estudios no existe una diferencia significativa entre la compresion de muestras con
algura de capa de 0.1 mm y 0.2 mm l@, ).Se procede a realizar el ensayo para todos
los pardmetros de estudio y se establece cuél soporta una mayor carga, cuél tiene la mayor
deformacion y cudl tiene un mayor modulo de Young mediante graficas de barras que se
realizan en Matlab.

7.3. Evaluaciéon de degradaciéon

Para la evaluacion de la degradacion de las estructuras se sigue con la normativa ISO
10993-13 para evaluar la degradaciéon de cada estructura a 10 semanas y para los re-
sultados se evaltia el cambio del peso en porcentaje, dicho documento es proporcionado por
Ph.D. Ménica Echeverry Rendén. La experimentaciéon consiste en realizar especimenes que
quepan en tubos Eppendorf y que cumplan con el requisito de relaciéon peso:volumen de la
norma: 1g:10mL. Las dimensiones de los especimenes disenados son cilindros de ¢=6 mm
y h=2.5 mm que se mandan a imprimir sin perimetro para cada geometria estudiada, se
obtiene el peso preliminar el software de PrusaSlicer y se calcula la cantidad del liquido
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de incubaciéon a utilizar para tener una idea de cuanto solicitar, el liquido de incubacién es
buffer fosfato salino (PBS) al 100 %; estos célculos se pueden observar en el Cuadro [6}

Cuadro 6: Pesos preliminares de los especimenes para el ensayo de degradacion y cantidad de PBS
necesario por cada uno para seguir con la relacién 1g:10mL establecida por la norma ISO 10993-13.

Codigo | Peso preliminar (g) PBS necesario (mL)
Gl 0.05 0.5

G2 0.06 0.6

G3 0.07 0.7

H1 0.06 0.6

H2 0.07 0.7

H3 0.08 0.8

T1 0.04 0.4

T2 0.07 0.7

T3 0.07 0.07

El ensayo se realiza a 10 semanas y en duplicado, por lo cual se imprimen 20 especime-
nes por estructura. Los 20 especimenes por estructura se pesan previamente en la balanza
analitica marca Precisa £0.0001 g (PRECISA S.r.l., BS, Italia) ubicada en el laboratorio de
Bioquimica y Microbiologia (C-105) de la Universidad del Valle de Guatemala. Los pesos
se anotan y los andamios se colocan en tubos previamente etiquetados. Antes de colocarlas
con PBS se sumergen durante 10 minutos en etanol al 70 % para esterilizar, se lava con PBS
y luego se sumerge en los tubos finales en los cuales se incuban a 35 °C + 2 °C durante 10
semanas, Figura

Figura 27: Montaje del ensayo de degradaciéon de una de las estructuras a estudiar

Semana a semana se retira una muestra para evaluar la degradaciéon por medio del
cambio en peso de la siguiente manera: se mide el pH del PBS con papel indicador, se retira
la muestra, se lava con agua destilada, se seca con papel y se toma el peso mojado. Luego
se deja secando en un desecador y se mide el peso cada dia hasta que no se observe cambios
de peso de un dia para otro menor o igual al 0.1 %, eso solo se hace para las muestras de
la primera semana y con ello se establece el tiempo de secado para las siguientes semana.
Se establece que las muestras se dejaran secando durante una semana. En la Figura 33 se
muestran los especimenes en el desecador con silica gel, la cual fue secada una vez antes de
empezar con el ensayo se la siguiente manera: se seca durante 5h en un horno a 70°C y se
supervisaba cada media hora en donde se mueve ligeramente y se observa el cambio de color
anaranjado (indicador de que la silica estd mojada) a azul (indicador de que la silica esta
seca).
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Figura 28: Especimenes en proceso de secado

Al tener el peso final en seco, este se anota y se calcula la absorcién del agua con el
peso mojado con la ecuacion 3]y el cambio de peso final con el peso seco como se muestra
en la ecuacion [ ambos cambios en la evolucion en peso se grafican en Matlab al tener los
resultados de las 10 semanas para verificar si la degradacion cambia segin la morfologia y
tamano del poro.

AWy, (%) = 100 + W =Wo 100 (3)
Wo

Absorcion de agua de las muestras al recién sacarlas de su tiempo de incubaciéon, donde
Wy es el peso mojado y Wy es el peso inicial, ambos pesos en gramos.

Wa—Wo
—_— %
0

AWy( %) = 100 + 100 (4)

Cambio del peso final donde Wy es el peso inicial y Wy es el peso en seco luego del
periodo de degradacion, ambos pesos en gramos.

Ademas de realizar este experimento en PBS, este se realiza a corto y mediano plazo
con etanol al 70 % evaluando la degradacion en peso a 15 minutos, 1 hora, 24 horas y 4
semanas para determinar si este método de esterilizacion afecta a las estructuras en algin
punto. También se realiza a mediano plazo durante cuatro semanas en acetona como control
positivo y se saca una muestra cada semana. Para las muestras sumergidas en las soluciones
mencionadas se toma el peso mojado y seco (luego de secar por una semana) y se realizan
los célculos de cambio en peso segiin las ecuaciones mencionadas anteriormente. Finalmente,
se grafican los resultados del cambio en el porcentaje de peso mojado y seco para cada tipo
de estructura.
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7.4. Evaluaciéon de biocompatibilidad

En esta experimentacién se sigue con el protocolo brindado por Ph.D. Ménica Eche-
verry Rendon, el cual no se encuentra publicado y se realiza en el Laboratorio de Cultivos
Celulares (I1-314) ubicado en la Universidad del Valle de Guatemala. Se utilizan células de
neuroblastoma de la linea celular LAN1 dado a que son células adherentes y se realiza una
prueba indirecta de materiales. Se utiliza el PLA utilizado para las pruebas mencionadas
anteriormente y otros dos polimeros disponibles a modo de tener polimeros para comparar
esta propiedad (TPU y NinjaFlex, disponibles en el laboratorio D-Hive de la Universidad del
Valle de Guatemala).Se comienza haciendo un cultivo inicial a partir de un cultivo previo.
El cultivo previo se saca de la incubadora de C'O3 el cual se encuentra en un flask T25, se
mide la confluencia en el microscopio Milipore Millicell DCI (Merck, Frankfurt am Main,
Alemania) (Figura y si esta es mayor al 80 % se realiza un subcultivo comenzando por
el proceso de tripzinizacion: se retira el medio anterior, se agrega 1 mL de tripsina estéril
previamente descongelada, se incuba durante 10 minutos a 37 °C, se agregan 3 mL de medio
completo para inactivar la tripsina, se mezcla por pipeteo para retirar las células, se trans-
fiere todo el contenido a un tubo coénico de 15 mL, se saca una alicuota de 1 mL en un tubo
Eppendorf y se centrifuga el tubo conico a 1500 rmp durante 15 minutos con la centrifuga
balanceada correctamente.

Millicell® DCI

Millipore.

(a) Colocacion del flask en el microscopio Mi-  (b) Calculo automatico de la confluencia
lipore

Figura 29: Uso del microscopio Milipore para el calculo automéatico de la confluencia

A partir de la alicuota del tubo Eppendorf se realiza un conteo celular con azul de tripano
con un factor de dilucion de 2: se mezclan 10 uL del contenido con células con 10 L de
azul de tripano y de esta mezcla se transfieren 10 pL en la cadmara de Neubauer (la cual
se debe limpiar previamente con etanol al 70 % y Kimwipes), se coloca un portaobjetos y
se cuenta en el microscopio invertido. Se realiza un conteo celular en los cuatro cuadrantes
de la camara de Neubauer con ayuda de un contador manual de cuatro digitos, se realiza
un promedio y se calcula la cantidad de células totales segin la Ecuacién |p, en donde se
multiplica por 2 por el factor de dilucién y por 10* por el total en un mL (factor estandar).

ClulasTotalesPor M L = PromedioDeLos4Cuadrantes % 2  10% (5)

A partir del conteo celular se calcula la cantidad de células necesarias para sembrar en
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un frasco T75 siguiendo la convencién de Thermo Fisher Scientific de cultivos celulares :
sembrar 2.1x10° células con 8-15 mL de medio de cultivo completo (medio de cultivo + 10 %
de suero fetal bobino). Se dejan incubando durante 72 horas a 37°C en la incubadora de
COs. A la vez, se dejan incubando muestras de materiales los materiales analizados en esta
prueba (PLA, TPU y NinjaFlex) las cuales se disefian previamente con un area de 6x5mm
y un espesor de 8mm y se imprimen con una densidad de relleno del 100 % con el patrén de
lineas, esto para tener un cubo lo més concentrado del material; las muestras se colocan en

tubos Eppenforf con 1 mL de medio completo durante 72 horas 37°C en la incubadora de
COa.

Figura 30: Materiales sumergidos en medio completo para el ensayo de biocompatibilidad

Transcurridas las 72 horas se sacan las células, se hace el procedimiento anterior de
tripsinizaciéon y conteo celular y se calcula lo necesario para sembrar 10,000 células por
pozo en una placa de 96 pozos en dos placas, sembrando las células en los pozos donde se
colocaran las células en contacto con los materiales y en los controles y en el resto colocar
PBS y medio, siguiendo la convencién de la Figura esto se realiza dos veces (dos placas
de 96 pozos) y ambas se incuban durante 24 horas.En los pozos de control se colocan células
con medio completo y en los pozos de blanco tinicamente medio sin células. En cuanto a
los materiales incubados, estos se retiran, se descartan y se almacena el medio a 4°C para
utilizarlo posteriormente.
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Figura 31: Mapa de siembra de células y colocaciéon indirecta de los materiales a distintas
concentraciones
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Previo a cumplirse las 24 horas se realiza una dilucién seriada de los medios con extracto
de materiales en tubos Eppendorf y utilizando medio completo como solucién para diluir y
obtener distintas concentraciones: 100 %, 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 % y 3.125 %. Al transcurrir
las 24 horas se retira el medio de ambas placas y se colocan 150 pLL de cada extracto siguiendo
la convencion de la Figura [BI] Ambas placas se colocan en la incubadora de COg a 37°C
y una se incuba a 24 horas y otra a 72 h. Transcurrido el tiempo de incubacién de cada
placa, se observa la morfologia de las células en el microscopio Milipore, se retira el medio
de todas las células y se colocan 100 pL. de medio completo y 10 ul. de MTT, para ello se
prepara lo necesario en un tubo cénico y se colocan 110 uL de esa soluciéon. Se tapa la placa
de 96 pozos con aluminio y se incuba durante 3 horas en la incubadora de CO4 a 37°C.
Transcurrido el tiempo se realiza una lectura de la absorbancia a 570 nm (Figura en el
espectrofotometro BioTek (BioTek Instruments, Inc., VT, USA) y se calcula la viabilidad
celular segtin la Ecuacion [f] lo cual se procede a graficar en una grafica de barras en Matlab
y se concluye si los materiales son toxicos si la viabilidad celular es menor al 70 %.

1 [ 2 [ 3 [ a4 [ 5 1 & | 7 T 8 T © T 10 T 11 T 12

I|@(mmojo|m| >

Figura 32: Lectura de absorbancias a 570 nm de las células incubadas indirectamente con extractos
de materiales y con el ensayo de MTT

DensidadpticaDeClulasConElExtracto * 100 %
DensidadpticaDeLasClulasDelControl

ClulasVivas =

Figura 33: Células con MTT posterior a su lectura en el espetrofotémetro
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CAPITULO 8

Resultados

8.1. Evaluaciéon morfol6gica de los andamios

8.1.1. Evaluacién por medio de microcopia 6ptica

Inicialmente se establecieron tres distintas geometrias de poro y con cinco distintos,
las muestras se imprimieron en cilindros de 10mm de didmetro, 2.5mm de altura y con
propiedades de impresiéon sin bordes, sin tapa superior y con tapa inferior. Las geometrias
que se muestran son la geometria giroide, panal de abeja y triangular, las cuales fueron
escogidas con base en las diversas formas que tienen y segin lo investigado en la literatura.

El patron giroide presenta principalmente geometrias circulares y ovaladas en densidades
de relleno bajas y en densidades de relleno altas parece mas tener una forma sinusoidal capa
a capa, pues ya no es posible tener la morfologia descrita para densidades de relleno bajas.
El patron de panal de abeja son hexdgonos con sus aristas bien definidas en densidades
de relleno bajas y a medida que sube la densidad de relleno parece ser una morfologia
mas circular que hexagonal. Finalmente, el patrén triangular presenta, como lo indica su
nombre, tridngulos bien definidos en todas las densidades de relleno, siendo una geometria
cuyas paredes son rectas en todo momento sin presencia de figuras circulares como en las
anteriores.
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Figura 34: Morfologia de andamios impresos en 3D con diversas geometrias y tamafios de poro.
Todas las muestras se observan dentro en la totalidad de su diametro (10 mm)

Al analizar los resultados del cuadro anterior, se decidi6 descartar las densidades de
relleno del 25% y del 95 %, pues son morfologias con un poro muy grande en el caso del
porcentaje de relleno del 25% en donde muy posiblemente no habra crecimiento celular y
se tendra baja resistencia mecanica, y en el caso del porcentaje de relleno del 95 % los poros
son tan pequenos que no parece haber mayor interconectividad para que las células puedan
prolifereren. Luego de descartar las densidades de relleno del 25 % y del 95 % se realiz6 una
segunda versiéon de los cilindros, pero esta vez sin ningin tipo de perimetro, esto con el
deseo de poder identificar correctamente los poros que presenta cada geometria para poder
describirlos cuantitativamente con el uso de Imagel.

Con las densidades de relleno delimitadas se procedi6 a realizar un andlisis mas profundo
de las estructuras escogidas en donde las muestras no presentaran ningtn tipo de perimetro.
Dichas muestras se observaron en un estereocopio y se obtuvieron fotografias de alta calidad
con una escala incluida para su posterior anélisis en ImageJ, dichas fotografias se muestran
en la Figura Para el patrén giroide se observa que existen més poros en la densidad de
relleno del 50 % y que en las otras densidades casi no hay presencia de poros en la superficie.
En cuanto a los patrones de panal de abeja y triangular si hay presencia de poros para todas
las densidades de relleno y a simple vista parece que el niimero de poros es directamente
proporcional a la densidad de relleno y que el tamano de poro es inversamente proporcional

a esta misma variable.
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Patron Porcentaje de relleno
5% 85%
Giroide
Panal de
abeja
Triangular

Figura 35: Morfologia de andamios impresos en 3D. Cilindros de 10mm de didmetro y 2.5mm de
altura. Escala = 1mm

Al obtener las imagenes del cuadro anterior, se procedité a hacer un analisis de particulas
y poder describir cuantitativamente los poros de cada tipo de geometria en el software Image
J. En la Figura[30]se muestran las particulas reconocidas y analizadas para cada estructura y
en la Figura|37|se muestran los resultados para la cantidad de poros contados, el tamano de
poro promedio y la porosidad de cada estructura. Se puede observar que el patréon que tiene
una mayor cantidad de poros es el patron de panal de abeja con densidad de relleno de 85 %,
seguido por el patrén giroide con densidad de relleno de 50 % y el tercero con mas niimero
de poros es el patron triangular con una densidad de relleno del 85 %; ademas, para este
pardmetro se puede observar que el patrén giroide no presenta una tendencia como los otros
patrones, en los cuales se observa que a medida que aumenta la densidad de relleno también
aumenta el namero de poros presentes (Figura . En cuanto a los tamanos de poro, se
puede observar que el patron triangular con la densidad de relleno de 50 % presenta el mayor
tamano, seguido del patréon de panal de abeja con este mismo porcentaje de densidad de
relleno y el tercer patréon con el poro més grande es el triangular con densidad de relleno
del 75 %; ademas, se muestra una clara tendencia en que en los patrones de panal de abeja
y triangular el tamafno de poro es inversamente proporcional a la densidad de relleno y que
nuevamente el patréon giroide no presenta ninguna tendencia (Figura. Finalmente, para
la porosidad, se puede observar que el patrén de panal de abeja con densidad de relleno del
50 % presenta la mayor porosidad, seguido por el patrén giroide con porosidades del 75 % y

43



85 %, asimismo se puede observar que para este pardmetro inicamente el patréon de panal de
abeja presenta una tendencia inversamente proporcional con la densidad de relleno (Figura
37d]).

Patron Porcentaje de relleno
75 % 85 %
Giroide
Panal  de
abeja
Triangular

Figura 36: Particulas analizadas con Image J. Cilindros de 10mm de diametro y 2.5 mm de altura
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Numero de poros
Tamafio de poros (um)

(a) Numero de poros presentes (b) Tamano de los poros de cada estructura

Porosidad (%)

(c) Porosidad de cada estructura

Figura 37: Resultados de los analisis de particulas con Image J para cada estructura

8.1.2. Evaluacién por medio de microcopia electrénica de barrido

Para verificar la existencia de porosidad a escala microscopica, posibles errores estruc-
turales en los andamios y cuantificar algunas de las dimensiones de las aristas y poros de
los andamios, se realizé un anélisis con microscopia electrénica de barrido. Con este anali-
sis también se comprob6 que el proceso de esterilizacién en autoclave no produce cambios
estructurales ni quimicos relevantes en el material. Estas evaluaciones se realizaron con las
tres distintas estructuras analizadas, inicamente con la densidad de relleno de 50 %. En cada
una de las figuras mostradas a continuacién, se muestra una imagen del andamio a nivel
macro, a nivel de poro y a nivel de fibra, y en algunas se muestran mediciones.

En las Figura y se muestran las imagenes obtenidas para el patréon de relleno
giroide no estéril y estéril, respectivamente, en las cuales se puede observar a nivel macro
que los poros son producto de la unién semicirculos y que se crean 6valos grandes pero que
no se clasifican como poros porque no se crean a lo largo de la estructura (Figuras ;
ademaés, se puede observar esta diferencia entre los poros y 6valos segin las mediciones de
la Figura 390 En la Figura [38D] se puede observar uno de los poros a una escala mayor,
en donde se muestra que la superficie de los bordes que lo conforman es totalmente lisa y
no se identifica una porosidad a micro escala. También se identifica la presencia de fibras
que no forman parte de la estructura, las cuales posiblemente son producto de la impresion
3D (Figuras y 139d)) y la presencia de agujeros en uno de los bordes, lo cual se puede
clasificar como una imperfeccion en el material (Figura
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EE— 500 | E— 100 m

(a) Imagen macro (b) Poro pequeiio

]

(¢) Imperfeccion (d) Fibras

Figura 38: Imagenes de barrido electronico para la muestra Giroide 50 % (G1) sin esterilizar.
Diversos puntos de enfoque y magnificaciones
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(a) Imagen macro

— 500 |im

(c) Poros

Figura 39: Imagenes de barrido electrénico

(d) Fibra

para la muestra Giroide 50 % (G1) sometida a

esterilizacion por autoclave. Diversos puntos de enfoque y magnificaciones

En las Figuras [41] y 1] se muestran las imagenes obtenidas para el patréon de panal
de abeja no estéril y estéril, respectivamente. Para estos patrones también se visualiza la

estructura a escala macro (Figuras y@

: , se cuantifican algunas propiedades del tamano

de poro y de las paredes (Figuras y |41 3|i, se muestran fibras (Figura [40c) y el espacio
entre las uniones de las paredes de cada patron (Figura dld). Ademas, en este patron se
realizo un anélisis con mayor aumento (Figura en donde fue posible observar algunas

microfibras y microporos; también se demost

r6 que al momento de querer observar el material

a un mayor aumento, el material comienza a disociarce por los efectos de la temperatura de

los electrones del microscopio (Figura [41d)).
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(a) Imagen macro

(c) Fibras (d) Microporos

Figura 40: Iméagenes de barrido electronico para la muestra Panal de Abeja 50 % (H1) sin
esterilizar. Diversos puntos de enfoque y magnificaciones

(c¢) Unioén de paredes (d) Defectos por temperatura

Figura 41: Imagenes de barrido electronico para la muestra Panal de Abeja 50 % (H1) sometida a
esterilizacién por autoclave. Diversos puntos de enfoque y magnificaciones

En la Figura[42] se muestran las imégenes obtenidas para el patron triangular no estéril
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y estéril, por motivos de tiempo, no se realizé6 un analisis tan profundo como en las estruc-
turas anteriores, pero se pudo observar que no existe ninguna diferencia estructural entre la
muestra no estéril [{2a] y la estéril [42B} lo tnico que vale la pena mencionar es que hay un
pequeno incremento del grosor de las aristas de la muestra estéril con respecto a la no estéril.
Ademaés, fue posible observar pequenios microporos en la arista central de esta muestra [{2d

500 pm

(a) Imagen macro, no estéril

(c¢) Microporos en el vértice centrarl

Figura 42: ITméagenes de barrido electronico para la muestra Triangular 50 % (T1) sin esterilizar (a)
y sometida a esterilizacion por autoclave (b y c). Diversos puntos de enfoque y magnificaciones

8.2. Ensayos mecanicos

Inicialmente se realizaron pruebas para determinar si el tamaifio de las probetas estable-
cidas funcionaban adecuadamente en la méquina disponible en la Universidad y, a la vez,
se evaluo si existia diferencia alguna en realizar las probetas impresas con o sin perimetros;
esta prueba inicial se realizo con el patrén triangular con 50 % de densidad de relleno tanto
en las pruebas de tracciéon y compresion. Luego, al tener las dimensiones adecuadas de las
probetas se procedi6é a realizar las pruebas para todas las estructuras estudiadas.

8.2.1. Ensayos de traccion

Para las primeras pruebas de traccién, se compararon las dimensiones de las probetas
utilizadas por Pimentel en 2019 y las establecidas por la ISO 527 1A , esto con el
motivo de establecer qué probeta funcionaba y se adaptaba mejor para la méquina disponible
en la Universidad (Figura . En esta Figura se pueden observar los resultados para
cada dimension, en donde se muestra que las probetas con dimensiones establecidas por la
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ISO 527 son maés resistentes y también presentan una mayor deformacion, y en la Figura
se muestran los resultados del esfuerzo méximo soportado en cada probeta antes del
quiebre, en donde la probeta establecida por la ISO 527 es la que soportdé mas. A pesar
de que la probeta con las dimensiones establecidas por la ISO 527 soportaron més que las
utilizadas por Pimentel en 2019, estas no lograron cumplir con el minimo de fuerza para
realizar ensayos en la maquina segin el fabricante (>1000 lbs lo cual son 111 MPa para
estas probetas), por esta razén se aumento6 el grosor de las siguientes probetas a analizar.

30 T T T T T T T

Dimensiones Pimentel
Dimensiones ISO

25

Esfuerzo (Mpa)
o

0 L L L L L L L
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Deformacion (%)

(a) Comparacion entre probetas con distintas dimensiones

30 T T

25.4103

21.0919

Esfuerzo maximo soportado (MPA)

Dimensiones Pimentel Dimensiones I1SO

(b) Comparacioén del esfuerzo maximo soportado antes
del quiebre entre probetas con distintas dimensiones

Figura 43: Pruebas iniciales de traccion. Comparacion entre distintas dimensiones de probetas: las
utilizadas por Pimentel en 2019 y las establecidas por la ISO 527 1A

También se intent6 hacer el ensayo utilizando las dimensiones de Pimentel en 2019 uti-
lizando probetas sin perimetros, esto para comprobar tnicamente la resistencia del patrén
de relleno y sin tener algun factor que aportara mas estabilidad (en este caso el perimetro).
Los resultados para esta prueba fueron insatisfactorios, pues tenfan tan baja resistencia que
provocaba que al momento de realizar el montaje en la maquina de ensayos, las probetas se
rompieran sin comenzar a ejercer fuerza alguna. Por esta razon, se volvio a hacer este anéalisis
con las dimensiones de las probetas establecidas por la ISO 527 (tras demostrar que estas
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resisten mas) y se aument6 también su grosor. Finalmente, se hizo un anélisis comparativo
entre las probetas con y sin perimetro para los tres patrones de relleno estudiados y todos
con una densidad de relleno del 50 % (Figura . En esta Figura se puede observar una
clara diferencia entre las probetas impresas con perimetro que las impresas sin perimetro, en
donde las primeras tienen una mayor resistencia. A pesar de los cambios en las dimensiones,
las probetas siguieron sin cumplir con el minimo de esfuerzo establecido por el fabricante
de la maquina de ensayos. Tras estas iteraciones de intentar establecer dimensiones de las
probetas para este ensayo y resultando todas insatisfactorias por no cumplir con el minimo
de fuerza requerido establecido por el fabricante, se cancel6 el ensayo de traccién. Otra ra-
zO6n por la cual se cancel6 el ensayo fue porque no se recomienda cambiar las dimensiones
de probetas estandarizadas, pues los resultados ya no son comparables con otros ensayos al
rededor del mundo.

45 T

[ Probetas con perimetro
40 | | Probetas sin perimetro -

Esfuerzo maximo soportado (MPA)

Figura 44: Comparacion de la resistencia a traccion méaxima utilizando las dimensiones de las
probetas establecidas por la ISO 527 con el doble del grosor. Comparacioén entre probetas impresas
con y sin perimetros

8.2.2. Ensayos de compresion

Para la prueba de compresion se utilizaron las dimensiones utilizadas por Pimentel en
2019, y para las primeras pruebas también se comprobo si el perimetro brindaba una mayor
resistencia a compresion, los resultados para esta hipotesis se muestran en la Figura en
donde se muestra que las probetas con perimetro tienen levemente una mayor resistencia
pero los resultados son casi los mismos para las probetas con perimetro y sin perimetro, lo
cual también lo refleja el valor p.
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Figura 45: Comparacién de la resistencia a compresion de las probetas con con y sin perimetro
utilizando las dimensiones empleadas por Pimentel en 2019 [66]. Probetas con patron de relleno
triangular con densidad del 50 %

Tras establecer que el perimetro no tiene mayor influencia en las pruebas de traccion se
realizaron las pruebas de compresién para todos los parametros estudiados en el presente
estudio con probetas con perimetro (Figura. Como estas pruebas se hicieron en triplicado,
se realizdé un promedio de la deformacién para cada estructura antes de llegar al esfuerzo
méaximo alcanzado y de tal forma que se tuviera la misma cantidad de datos para cada
muestra; esta deformacion se muestra graficada en azul en la Figura [46] Para los esfuerzos
maximos no se realizé un promedio de cada uno, pues estos tenian distintos valores en ambos
ejes, por lo cual se representan graficados con asteriscos (*) en cada una de las sub graficas
de dicha figura. Esta grafica presenta los mismos ejes en z y en y con el objetivo de poder
hacer una comparacién en general, en donde se puede observar que la muestra G1 es la
que resiste menos esfuerzo, que la muestra T1 es la que tiene menor deformacién, que la
muestra T3 es la que mas esfuerzo resiste y que la muestra H1 es la que presenta una mayor
deformacion.

52



(a)
G1 - Giroide 50%

(b)
G2 - Giroide 75%

(e}
G3 - Giroide 86%

50 50 50
*  Primera muestra
40 *  Segunda muestra 40 40
é #  Tercera muestra é é F*E5
230 =30 =30
e a Foe o a
o o o
é 20 4ok % 20 % 20
i I i
10 10 10
0 0 0
0 5 10 0 5 10 ] 10 0 10 o 10 0
Deformacién (%) Deformacién (%) Deformacion (%)
(d) (e) Ul
H1 - Honeycomb 50% H2 - Honeycomb 75% H3 - Honeycomb 85%
50 50 50
40 40 40 * Kk
g g * ¥ Z
=30 =30 S30
g ¥ g g
320 S20 320
% G @
i i i
10 10 10
0 0 0
0 5 10 0 5 10 ] 10 0 10 o 10 0
Deformacién (%) Deformacién (%) Deformacion (%)
(a) (h) (i
T1 - Triangular 50% T2- Triangular 72% T3 - Triangular 85%
50 50 50
. * &
40 40 40
g 2 g
230 i =30 230
S o F
o o o
320 S20 320
% G @
i i i
10 10 10
0 0 0
0 5 10 5 10 ] 10 0 10 ] 10 0

0
Deformacién (%)

Deformacicn (%)

Deformacion (%)

Figura 46: Comparacién de pruebas de compresion de cada estructura estudiada

Para poder observar una comparaciéon més cercana a las zonas elasticas y entre patrones
de relleno, se realizo la Figura 7] en donde se puede observar que en todos los patrones de
relleno, la densidad de relleno del 50 % es la menos resistente, que en el patron giroide la
densidad de relleno de 75 % es significativamente menor que con la densidad de relleno de
85% y que en los patrones panal de abeja y triangular con densidades del 75 % y 85 % no
se observa una diferencia tan significativa.

o3



Patrén giroide
T

30

—50%
75%
85%

25

20

Esfuerzo (Mpa)
&

Deformacién (%)

Esfuerzo (Mpa)

30

25

20

@

Patrén panal de abeja
T T T

—50%
—75%
85%

2
Deformacion (%)

Esfuerzo (Mpa)

30

Patron triangular
T

—50%
—T75%
85%

2 3
Deformacion (%)

Figura 47: Comparacion de pruebas de compresion agrupadas segin los patrones de relleno

También se puede observar una comparaciéon entre las densidades de relleno en la Figura
[48], en donde se puede observar nuevamente el hecho de que los tres patrones a una densidad
de relleno del 50 % presentaron menor resistencia y que en todos los casos el patron triangular
tiene una menor deformacion, seguido por el patrén de panal de abeja y finalmente el patréon
giroide presenta la mayor deformaciéon en todos los casos de densidades de relleno.
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Figura 48: Comparacién de pruebas de compresiéon agrupadas segin las densidades de relleno

Para finalizar con esta prueba se realizaron varias gréificas de barras para realizar una
comparacion entre el Modulo de Young, esfuerzo méximo soportado y deformacién maxima
para cada estructura (Figura@[). En cuanto al Médulo de Young y esfuerzo maximo sopor-
tado, se puede observar que hay una clara relacién directamente proporcional entre estas
variables y el porcentaje de relleno y que en ambas variables el patron triangular presenta
un mayor desempeiio, seguido por el patréon panal de abeja y que el patrén giroide tiene
los resultados més bajos (Figuras v 49¢). En cuanto a la deformacién méxima los pa-
trones giroide y triangular permanecieron levemente en el mismo rango mientras que para
el patron panal de abeja se muestra un comportamiento inversamente proporcional entre la
deformacion y la densidad de relleno.
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Figura 49: Comparacion entre el Modulo de Young (a), esfuerzo méaximo (b) y deformacion
maxima (c) de cada estructura estudiada

8.3. Ensayos de degradacion

En la prueba de degradacion se estudi6 si la degradacién era distinta segtin la geometria
y el tamano del poro de los andamios (patron de relleno y porcentaje de relleno, respecti-
vamente). En este ensayo se obtuvieron dos cambios en el porcentaje del peso, el cambio de
peso al recién sacar las muestras sumergidas en PBS (Figura y el cambio de peso al dejar
secar las muestras por una semana (Figura . Como el ensayo se realizé en duplicado, en
ambas figuras se muestran sub figuras con dos graficas en cada plano cartesiano, las cuales
pertenecen a la primera muestra y a la segunda (muestra duplicada). También se muestra
una porcién en ambas figuras de una linea punteada, la cual representan dos semanas que no
fue posible obtener resultados debido a falta de acceso al laboratorio por motivos politicos
en el pais.

Al observar detenidamente la Figura que muestra los pesos mojados (Figura se puede
notar que en todos los casos hay una notable absorcion de agua. Se identifican casos en los
cuales la absorcion de agua de las primeras semanas le da un aumento igual o mayor del
10 % del peso a los andamios G1, G2, H1 y H2. En los casos de G3, H3 y T1 la absorcion de
agua las primeras semanas se mantuvo en el rango de aumento de peso entre el 5% y 10%
y en los casos de T2 y T3 la absorcion de agua significo un aumento en peso menor al 5 %.
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Figura 50: Comparacion de los pesos mojados del ensayo de degradacion de todas las estructuras

En cuanto al cambio de peso de las muestras cuando estas se han secado tras haberlas
sacado de la incubacion en PBS se puede observar que en casi todos los casos no hubo pérdida
de peso sino que una ganancia. En los Gnicos casos donde se observa una ligera pérdida de
peso fueron en la muestra duplicada de G1, en G2, en G3 y en las ultimas semanas de T'1
y T3, no obstante, estos cambios no representan ni el 2% de cambio en peso. En los demés
casos se observa que el peso permanece estable, sin mayor evoluciéon en peso. También se
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puede observar que el caso de H3 fue el mas estable.
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Figura 51: Comparaciéon de los pesos secos del ensayo de degradacion de todas las estructuras

Al sacar las muestras de PBS se midi6 el el pH de la soluciéon para verificar si la degra-
dacién produce cambios en este parametro. El pH medido fue igual para todas las muestras

en las diez semanas (Figura [52}

781

76

741

721

6.8

pH de las muestras
~

6.6

6.4

6.2 1

Semana

Figura 52: Cambio en el pH de las muestras al sacarlas de PBS

Para verificar si tras sumergir los andamios en etanol al 70 % (lo cual es 1util para es-
terilizar las muestras) ocurre alguna especie de degradacion, se sumergieron los andamios
durante 15 minutos, 1 hora, 24 horas y 4 semanas (Figura . En esta figura se muestra
el cambio del peso en porcentaje de los andamios al sacar las muestras sumergidas (lineas
azules) y al ponerlas a secar durante una semana (lineas rojas). En todos los casos se puede
observar que el peso mojado es mayor que el peso seco, que los aumentos de peso mas grandes
ocurren en G2 (15 minutos), G3 (24 h) y H1 (15 minutos). También se puede observar que
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para todos los casos, a excepcion de G2, el peso final permanece estable a las 24h de estar
sumergido en etanol y que este aumenta levemente (menos del 2 %) a las cuatro semanas de

estar sumergido en esta solucién.
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Figura 53: Comparacion de los pesos tras sumergir las muestras en etanol al 70 %

A modo de tener un control positivo, se sumergieron los andamios en acetona durante

cuatro semanas y se evalu6 la evolucién en peso cada semana (Figura. En esta Figura se
puede observar, al igual que al sumergirlas en etanol y en PBS, que al sacar las muestras de
la solucién hay un aumento del peso con respecto al peso original (peso mojado), también
se puede observar que el mayor cambio en aumento de peso ocurre la primera semana y en
las siguientes semanas este peso tiene un comportamiento decreciente. En cuanto a los pesos
de las muestras secas se puede observar que en todos los casos el peso permanece estable y
sin algin cambio relevante.
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Figura 54: Comparacion de los pesos tras sumergir las muestras en acetona al 99 %

A pesar de que las muestras sumergidas en acetona no presentaron un cambio en el
peso, al momento de sacar las muestras de esta solucién a partir de la segunda semana se
observo un pellet al fondo de los tubos Eppendorf que parecia ser restos de degradaciéon de
las muestras (Figura. También se identificaron muestras que al sacarlas con las pinzas y
aplicarles una mequena fuerza, estas se deformaban (Figura [56)).

Figura 55: Presencia de pellets al fondo de los tubos con andamios sumergidos en acetona
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(a) Patron triangular al 50 % (T1) an- (b) Patréon T1 después de aplicarle

tes de aplicarle fuerza fuerza. Comportamiento observado en
las muestras de T1 a partir de la se-
mana 2

(c) Patron giroide al 50 % (G1) antes (d) Patron (G1) después de aplicarle
de aplicarle fuerza fuerza. Comportamiento observado en
la muestra de G1 en la semana 4

Figura 56: Cambios morfologico en las estructuras T1 y G1 sumergidas en acetona al 99 % y tras
aplicarle fuerza con pinzas

8.4. Ensayos de biocompatibilidad

Para el ensayo de biocompatibilidad se expuso la linea celular LAN1 indirectamente a tres
distintos polimeros para impresion 3D, incluido el PLA; se incub6 y se midi6 la absorbancia
a 24h y 72h para finalmente verificar si los materiales son biocompatibles o no. En la Figura
se muestra que tras incubar las células indirectamente con los materiales no se produce
una muerte celular significativa o preocupante (>70 %) y que al contrario, se produce una
mayor viabilidad celular en casi todos los casos tras compararlo con el control. En esta figura
también se muestran las desviaciones estandar de la viabilidad celular para cada material,
la cual es mayor en el ensayo a 72h.
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Figura 57: Cambios en la viabilidad celular al exponer las células LAN-1 indirectamente a distintas
concentraciones de los materiales estudiados

Para verificar si existe alguna diferencia entre la viabilidad celular a 24h y 72h se realizd
una grafica de barras para estos dos tiempos (Figura . En esta Figura se puede observar
que la media de la viabilidad celular del PLA y del TPU en ambos tiempos permanece
relativamente igual, a diferencia de la media de la viabilidad celular con el NinjaFlex, la
cual cambia en aproximadamente un 20 %.
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Figura 58: Comparacion de graficos de barras de la viabilidad celular a 24h y 72h tras exponer las
células LAN1 a distintos polimeros

63



cAPiTULO 9

Discusién de los resultados

Se realizaron andamios hechos de acido polilactico (PLA) con diversas geometrias y
tamanos de poro mediante impresion 3D, especificamente por medio de modelado por depo-
sicion fundida (FDM). Las geometrias analizadas fueron el patron giroide, panal de abeja y
triangular, y se cambid el tamanio de poro ajustando diversas densidades de relleno: 50, 75 y
80 %. A estas estructuras se les realizo un anélisis de porosidad para determinar el ntiimero
de poros, el tamano del poro y la porosidad total por medio de un anélisis de particulas con
el software Image J. Las estructuras con 50 % de densidad de relleno se observaron bajo un
microscopio electrénico de barrido en donde se observod si el proceso de esterilizacion por
autoclave produce algin cambio en la morfologia del poro o del material. Cada estructura
se estudié mecanicamente mediante una prueba de tracciéon y de compresion y una prueba
de degradacion a diez semanas sumergida en PBS. Adicionalmente se evaluo si el material
utilizado es biocompatible con células de neuroblastoma LANI.

9.1. Evaluaciéon morfolégica de los andamios

Los andamios fueron realizados con diversas geometrias y tamafios de poro (Figuras
y , las cuales tenfan geometrias giroide, panal de abeja y triangular y se varié el tamano
del poro variando la densidad de relleno. En la Figura [37] se puede observar que para el
patron giroide el tamafio de los poros estd en el rango de los 15 y 35 um y que no existe
una tendencia entre el ntiimero de poros, el tamano y la porosidad, esto puede que se deba a
que en este tipo de patréon y densidades de relleno, la impresora no es capaz de dejar poros
de forma homogénea a lo largo de la superficie por la resolucién, lo cual puede que sea una
desventaja al momento de colocar los andamios directamente con células, ya que para crecer
estas necesitan interconectividad y en el caso de aplicaciones 6seas, esto es necesario para
permitir un crecimiento interno de vasculaturas, para suministrar oxigeno y otros nutrientes
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a las células y para promover una eliminacion de desechos [22]. Al comparar el tamafio de
poro con la porosidad, esta tiene sentido que sea baja, ya que en un estudio donde se utiliz6
este mismo patron, se encontraron porosidades por encima del 65 % a partir de un tamafio
de poro de 340um, por lo cual, una baja porosidad se ve relacionada con un tamano de poro
pequeno; ademas, se describe que este patréon tiene la misma arquitectura de poros en los
tres ejes (x, y y z), lo cual es beneficioso ya que esto hace que el andamio tenga una mayor
interconectividad y permeabilidad en comparacion con los andamios bidimensionales|71]; sin
embargo, a pesar de que la interconectividad de esta geometria es buena, los pardmetros de
tamanos de poro estudiados no se consideran aptos para la aplicacién del estudio por la
baja porosidad y se recomienda estudiar esta estructura a futuro con densidades de relleno
menores.

En cuanto al patréon de panal de abeja, se puede observar que en la densidad de relleno
del 50 % (H1) se tiene el mayor tamano de poro (702 um) y porosidad (16.118 %) y que estos
parametros decrecen dréasticamente al aumentar las densidades de relleno a 75 % y 85 %. En
cuanto al patréon de relleno triangular, se puede observar que los tamaifios de poro superan
los 200 pm en todos los casos y estén en el rango de 222 - 705 pm, lo cual es bueno ya que el
tamano ideal de poro se recomienda que esté en el rango de 100 - 1000 pm |72|, [73] y cuando
el tamano de poro es menor a 100 pm la distribuciéon celular se ve restringida, dando como
resultado una disminucién en la viabilidad, proliferacion y diferenciacion celular |73|, por
esta razom, el patron giroide a las densidades de relleno estudiadas, no se recomienda para
esta aplicacion. Ahora bien, las estructuras que si cumplen con esta convencion son el patréon
de panal de abeja al 50 % de densidad de relleno (H1) y todas las triangulares. También la
diferencia del tamafio de poros es mas frecuente en poros triangulares que circulares, donde la
distribucién es mas uniforme y puede que los patrones de panal de abeja y triangulares sean
mas efectivos que el giroide por la presencia de esquinas, ya que las células se distribuyen
mas en estas geometrias y segtin la ubicacién, no obstante, puede que una combinacién entre
geometrias o porosidades pueda ser una buena idea como se ha explorado en otros estudios
[74] ya que la forma de poro esférica es méas adecuado para hueso trabecular, mientras que
la forma lineal es méas adecuada para el hueso cortical [22].

Las porosidades obtenidas 7 las cuales los mayores valores fueron del 16 %, no se
consideran adecuadas para ninguno de los casos, ya que a pesar de que el hueso cortical tie-
ne una porosidad del 3-12% y el trabecular del 50-90 % |75|, estudios previos recomiendan
utilizar andamios con con porosidades a partir de 30 % hasta 99 % [76] o bien utilizan densi-
dades de relleno menores para tener una mayor porosidad asi como demostraron Baptista y
Guedes en 2021 tras utilizar densidades de relleno de 30, 50 y 70 % para lograr porosidades
de 70, 50 y 30 %, respectivamente [26|. También se recomienda explorar otros métodos de
evaluacién de la porosidad de andamios para tener més seguridad y certeza del valor de este
resultado, por mencionar otras opciones, se podria utilizar el método de desplazamiento de
liquido, el método gravimétrico o el método de porosimetria de mercurio |76].

En la microscopia electrénica de barrido fue posible observar mas a detalle las estructuras
estudiadas con una densidad de relleno del 50% y a la vez se comprobé si el proceso de
esterilizacién por autoclave no produce algin cambio morfolégico significativo. En todos los
casos se pudo observar que la superficie del material es completamente lisa, plana y que no
hay presencia notable de microporos, lo cual se pudo comprobar hasta un aumento de 50
pm, pues a partir de este aumento se observd que el material comenzaba a desintegrarse y se
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observaba una especie de ebullicién, por lo cual no se exploré la microporosidad a un aumento
menor (Figura Fue posible identificar presencia de fibras basura que no pertenecian al
patrén de relleno (Figuras y las cuales son restos de material que se conocen
como encordados o strining, los cuales son productos de la impresién cuando el filamento es
extruido durante movimientos de no impresién, cuando el extrusor se mueve entre capas o
realiza un desplazamiento o cuando la temperatura del extrusor y la velocidad de impresién
es demasiado alta y lo cual se puede evitar ajustando estos parametros de impresion |77].
También se identificé una regién en donde se encontré un agujero en la superficie del material
(Figura el cual puede que se haya formado en el proceso de impresion del andamio.
También se realizaron algunas mediciones en los andamios (Figuras [39b] [40al [A0b] [ATH] [42a]
y en donde es posible observar que las muestras estériles tienen un pequeno aumento
en el tamaifio de las aristas, lo cual puede que se deba a que el material absorbié agua tras
el proceso de esterilizacion, haciendo que la superficie se vea un poco mayor.

9.2. Ensayos mecanicos

En los ensayos de mecénicos, se sabia que la méaquina disponible en la universidad, la
méquina de ensayos universales marca Versa Tester (Instron Corporation, MA, USA) no
era especifica para polimeros y a sugerencia del proveedor, no se debian realizar ensayos
de muestras que resistieran menos de mil libras, ya que debajo de este ntimero la maquina
presentaba poca presicion.

9.2.1. Emnsayos de traccion

Para los ensayos de traccién se tuvieron que realizar iteraciones de las probetas, la
motivacion principal era realizar probetas sin perimetro, ya que se demostro que el perimetro
aumenta la resistencia, pero al observar que estas probetas apenas resistian colocarse en la
méaquina de ensayos, se decidi6 realizar los ensayos con perimetro. Al explorar las dimensiones
de las probetas utilizadas por Pimentel el 2019 [66] y las recomendadas por la norma ISO
527 1A |65] se obtuvo que las dimensiones dadas por la norma ISO tuvieron una mayor
resistencia que las utilizadas por Pimentel (Figura pero aun asf{ no se adaptaban a la
recomendacion del proveedor de la méquina de ensayos, razéon por la cual se decidi6é duplicar
el grosor de las probetas y volver a realizar la prueba, en donde se explor6 realizar el ensayo
de probetas con y sin perimetro. En la Figura 4] se muestran los resultados del esfuerzo
maximo soportado por estas probetas y variando la densidad de relleno, se puede observar
que las probetas con perimetro tienen una mayor resistencia que las que no tienen perimetro
y que el patron de relleno no hace que se tenga una mayor resistencia a tracciéon. Al obtener
que duplicar el grosor de las probetas estas atin no se adaptaban a la limitacién de la maquina
de ensayos, se decidié cancelar la prueba.

Al comparar los resultados con otros estudios, se hubiera esperado que el patron giroide
tuviera una considerable mayor resistencia y que las probetas (sin duplicar el grosor) re-
sistieran un promedio de 25MPa a lo sumo [78], indicador de que la méaquina de ensayos
disponible no era la adecuada. Para poder realizar este ensayo de manera confiable se reco-
mienda contar con maquinaria especializada como la méaquina Shimadzu AGS-X (Shimadzu

66



Corp., Kyoto, Japon) equipado con celda de carga de 100 kN de capacidad [79], [78] o la m4-
quina universal marca Roell ( Roell GmbH, Dortmund, Alemania) equipada con una celda
de carga de 10 kN [80], |81].

9.2.2. Ensayos de compresion

En este ensayo las dimensiones propuestas por Pimentel en 2019 funcionaron adecuada-
mente y se adaptaron a la limitaciéon mencionada por el proveedor. El resto de las pruebas
se hizo con perimetro pensando que se iba a poder hacer también la prueba de tracciéon con
probetas con perimetros, a pesar de que el ensayo de traccion se canceld, se demostrd que
el perimetro no aumenta tanto la resistencia a compresion (p>0.05) por lo cual fue irre-
levante realizar el ensayo con o sin perimetros. En todos los patrones de relleno se observo
que al aumentar el porcentaje de relleno se tiene un mayor médulo de Young y resistencia
méxima (Figuras y @[), lo cual es de esperar ya que a mayores densidades se utiliza
mas material y los poros son més pequenos, lo cual hace que tengan una mayor resistencia;
ademas, es de esperar este comportamiento tras comparar estos resultados con otros estu-
dios en donde se obtuvo el mismo comportamiento |67], |82], [54]. También se obtuvo que
el patron tiangular fue el que obtuvo una mayor resistencia en todas las pruebas (Figura
[ 48 lo cual puede que se deba a que esta es una estructura que se forma en dos dimensiones
y se ha comprobado que estas tienen una mayor resistencia que las que se corman en tres
dimensiones como en el caso del patréon giroide, por lo cual también tiene sentido que este
patrén haya tenido los resultados mas bajos [83], [84].

Al comparar los resultados con la resistencia del hueso (Cuadro se puede decir que los
resultados obtenidos son aplicables y comparables con la resistencia del hueso esponjoso, ya
que este presenta modulo elastico 100 - 3,000 MPa y el rango de los resutltados obtenidos
para este parametro esta entre 653 - 1,760 MPa. Sin embargo, estos no tendrian un buen
desempeno en hueso cortical, pues necesita una resistencia minima de 11,400 MPa en cuanto
al médulo de Young y la resistencia maxima soportada. Para lograr una mayor resistencia se
recomienda, explorar otros tipos de materiales o refuerzos asi como un andamio de vitrocera-
mica |33] o de policaprolactona/hidroxiapatita [15] los cuales han demostrado tener un buen
desempeno en su resistencia a compresioén con estructuras y tamanos de poros similares a
las de este estudio.

9.3. Ensayos de degradacion

A partir de este ensayo se pudo comprobar que la absorcion de agua es evidente en todos
los casos, pues aporta un aumento en el peso el cual es méas evidente las primeras semanas y
luego comienza a decrecer (Figura . También se puede observar que la absorcién es mas
estable para todas las densidades de relleno del patrén triangular, pues solo en la semana 1y
9 de T1 se obtuvo un aumento de peso mayor al 5 %. Los otros patrones de relleno muestran
un aumento de peso mayor al 10 % en algunos casos como lo fueron en las primeras semanas
de G1, G2, H1 y H2, por lo cual se podria decir que la absorciéon de agua depende de la
geometria y tamano del poro lo cual puede estar relacionado con la interconectividad de los
patrones, como en el caso del patréon giroide, con la la cantidad de aristas en dos dimensiones
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o con la cantidad de material presente en cada caso, pues cada estructura presenta un peso
distinto (Cuadro @ El hecho de haber presentado una alta absorciéon de agua no esta
alejado de los resultados obtenidos en estudios similares, en donde ademas de demostrar
una absorciéon de agua del PLA se muestra que ocurre un aumento en la absorciéon de agua
al aumentar la temperatura de incubacion [85].

En cuanto al cambio de peso seco se obtuvo que ninguna estructura tuvo un decaimiento
menor al 2% (Figura por lo cual se puede decir que la estabilidad y la degradaciéon a
largo plazo de andamios hechos de PLA no se ve afectada por la geometria y tamano del
poro. Estos resultados son comparables con otros estudios en donde se estudié la degradaciéon
de PLA con PCL con dimensiones de 2 x 4 x 2 mm en donde se obtuvo que al incubar
las muestras a 37 °C en PBS se tiene una pérdida de peso considerable a los 50 dias y
que este cambio no depende del tamafnio del poro; en este estudio también se obtuvo una
mayor degradacion al aumentar la temperatura de incubacion a 50 °C y 65 °C |86]. Se
esperaba obtener cambios de pesos mas considerables tras compararlos con la literatura, sin
embargo, puede que esto no se haya obtenido ya que la incubadora en la cual se colocaron
las muestras muchas veces bajaba de temperatura y no estaba en un rango ideal para este
estudio. En cuanto al pH, este valor si es coherente al compararlo con estudios encontrados
en la literatura [85], [86].

En cuanto a la degradacion de los andamios en etanol al 70% y acetona al 99 % se
obtuvieron los mismos resultados que al sumergirlos en PBS, pues al sacarlos de dichas
soluciones y pesarlos, se reflej6 un aumento en peso dada la absorcién de agua y al secarlos
durante una semana no se observo pérdida de peso, lo cual refuerza la estabilidad del PLA
(Figuras y . En cuanto a la degradacién en acetona se pudo observar residuos del
material al fondo de los tubos, no obstante, esto no representé alguna pérdida en peso
(Figura ; y en el caso de las estructuras triangular y giroide con densidad de relleno
del 50 % de observo que las estructuras se debilitaban mecanicamente al sacarlas de esta
solucién pero al tenerlas en peso seco las estructuras recuperaban su rigidez (Figura, lo
cual puede deberse a que este solvente induce la cristalizacion del PLA al penetrar en la fase
amorfa del material, aumentando su flexibilidad y reduciendo su rigidez [87].

9.4. Ensayo de biocompatibilidad

En la Figura 57} se puede observar que en todas las concentraciones de los extractos a
las 24 y 72 horas superaron la viabilidad del 70 %, lo cual es positivo segtin la norma ISO
10993-5 debido a que porcentajes de viabilidad inferiores a este valor se consideran toéxicos
[88]. Esto se traduce en que los materiales utilizados para el estudio no son toxicos para la
linea celular LAN-1 y que pueden ser biocompatibles para su uso en propuestas de anda-
mios celulares. También se puede observar una tendencia en que hubo una mayor viabilidad
celular en los pozos que tenfan los extractos de los materiales con respecto al control. Esto
tiene sentido tras compararlo con otros estudios similares, en donde las células con extractos
presentan una mayor viabilidad que el control al estudiar el poli(fumarato de propileno)
(PPF) [88] y el polimero de alta densidad (HDPE) |47]. La explicacién radica en que estos
materiales promueven una respuesta biolégica adecuada en términos de proliferacién, mor-
fologia, migraciéon y uniéon celular, siendo candidatos de buenos materiales para el uso en
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cultivos 3D o en ingenieria de tejidos.

En cuanto a la diferencia de tiempos que fueron expuestas las células se puede observar
que a las 72 horas hay una menor viabilidad celular en general que a 24 horas (Figura, no
obstante para ambos tiempos se tuvo una viabilidad celular mayor al 70 %. Este resultado
es coherente con lo encontrado en la literatura, pues la disminucién de la viabilidad celular
con el tiempo puede deberse a la muerte celular inducida por los polimeros |89)].
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capituLo 10

Conclusiones

Es posible realizar andamios por medio de impresiéon 3D a partir de geometrias estan-
dar de patrones de relleno de impresoras 3D y cambiar el tamaifio de poro al cambiar
la densidad de relleno.

La geometria giroide no es una buena opcién en ninguna de las densidades de relleno
estudiadas (50 %, 75 % y 85 %) porque no presenta una porosidad ni tamano de poro
minimo para esta aplicacion. Al contrario, el patron panal de abeja al 50 % de densidad
de relleno y el patrén triangular en todas las densidades de relleno si cumplen con los
requerimientos de tamano de poro, haciendo que sea méas probable su uso en ingenieria
de tejidos y al ser estructuras que presentan esquinas, es mas probable que haya un
crecimiento celular en estas estructuras.

La resistencia a compresiéon varia segtin la geometria y tamano del poro, siendo la
geometria triangular la que presenta una mayor resistencia, seguida de la geometria
panal de abeja y por ultimo el patrén giroide. En todas las estructuras se obtuvo que
la resistencia a compresiéon y la densidad de relleno son directamente proporcionales y
todas son aptas para una aplicaciéon en hueso esponjoso.

Las pruebas de tracciéon no proveen informacién relevante en este estudio debido a
limitantes con respecto a la maquinaria de medicion.

Se demostré que el PLA es estable a largo plazo (10 semanas) y que su degradacion
no se ve afectada segin la geometria y tamafno del poro.

En cuanto a los procesos de esterilizacién, se demostrd que al esterilizar las muestras
con autoclave y mediante el uso de etanol al 70 % no se degrada al material ni a las
estructuras, por lo cual cualquier método se puede aplicar para su posterior uso en
cultivos celulares.

Se demostré que el PLA no produce muerte celular a 24 y 72 horas tras incubar este
material indirectamente con la linea celular LANT.
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= De forma general, se recomienda més el uso del patrén triangular dado que cumple
con una porosidad y tamano de poro adecuado y presenta los mejores resultados en
cuanto a resistencia a compresion.
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capiTuLo 11

Recomendaciones

Para los ensayos mecénicos se recomienda utilizar una maquina de ensayos especifica
para polimeros para poder apegarse a las dimensiones de las probetas estandarizadas
a nivel internacional y ampliar el estudio con ensayos de traccién.

Se recomienda realizar el ensayo de degradacion a una mayor temperatura y asi poder
tener una mayor perdida de peso y obtener conclusiones més robustas acerca de la
degradaciéon por medio de envejecimiento acelerado. Esto también se puede ampliar al
estudiar la degradacion por medio de degradacién enzimatica.

Para ampliar el estudio, se recomienda estudiar otro tipo de patrones y densidades de
relleno, explorar otros biomateriales (como PEEK o PCL) o cambiar variables de la
impresiéon como la altura de capa o temperatura de impresion.

Evaluar la biocompatibilidad con células establecidas por estandares (i.e. linea celular
1929 establecida por ISO 10993) o con células especializadas en el tejido de interés
(e.g. osteoblastos, osteoclastos, osteocitos).

Con los resultados obtenidos, si se desea evaluar qué patréon presenta una mayor adhe-
sion celular, se recomienda utilizar tinicamente los patrones triangulares o panal de
abeja a una densidad de relleno del 50 % dado que estas presentaron un mejor desem-
penio y tienen potencial para este estudio.
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CAPITULO 13

Anexos

(a) Probetas de traccion (b) Probetas de trac-

con las dimensiones utiliza- c¢ién con las dimensio-

das por Pimentel en 2019 nes utilizadas por Pi-

sin Perimetro mentel en 2019 con
Perimetro

(c) Probetas de traccion
con las dimensiones esta-
blecidas por la norma ISO
527 con el doble del grosor
y sin Perimetro

(d) Probetas de trac-
cién con las dimensio-
nes establecidas por
la norma ISO 527 con
el doble del grosor y
con Perimetro

Figura 59: Probetas utilizadas en el ensayo de traccién luego de hacerles la prueba
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(a) Probetas de compresiéon antes de (b) Probetas de compresion después
realizar la respectiva prueba de realizar la respectiva prueba

Figura 60: Probetas de compresion antes y después de realizar la respectiva prueba

(a) Células antes de realizar el sub cultivo (b) Confluencia antes de realizar el sub cul-
en las placas de 96 pozos tivo en las placas de 96 pozos

(c) Células recién sembradas en la placa de (d) Confluencia de las células recién sem-
96 pozos bradas en la placa de 96 pozos

(e) Células en placa de 96 pozos luego de
incubarlas 24 h

Figura 61: Células LAN 1 antes y después de sembrarlas en la placa de 96 pozos con sus
respectivas confluencias
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