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Resumen: Este proyecto implica el disefio y creacion
de un andamio 6seo de 5 capas. El andamio se
disefa utilizando un software CAD y luego se imprime
en 3D con la técnica de modelo de deposicion
fundida. El polimero utilizado para la creacion del
andamio es la policaprolactona (PCL). Después de la
fase de disefio y creacién del proyecto, el andamio se
someterd a pruebas de viabilidad celular para
confirmar si el disefio es adecuado para el crecimiento
y la diferenciacién celular. La intencién de un andamio
es estimular el crecimiento y la diferenciacion celular
para mejorar el proceso de curacion del tejido
humano. Por lo tanto, la viabilidad celular es de suma
importancia cuando se trata de probar la viabilidad del
disefio del andamio. La prueba de viabilidad celular
implicara la adhesién celular a la estructura, la
proliferacion y la diferenciacién celulares. Este
proyecto es posible gracias al Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY).

Introduccién. Los huesos del cuerpo humano tienen
la capacidad de regenerarse. La mayoria de las
fracturas pueden sanar rapidamente con una simple
fijacién. Sin embargo, hay ciertas lesiones que no
pueden sanar tan facilmente como se indic6
anteriormente. Por ejemplo, un defecto &seo
segmentario es bastante dificil de curar. Aqui es
donde se aplica el area de la ingenieria de tejidos con
el uso de andamios para promover la curacion. Los

andamios 06seos son estructuras porosas que

proporcionan un sustrato mecanico y estructural para
apoyar el crecimiento celular (An et al., 2015). La
estructura de dicho andamio permite que el oxigenoy
los nutrientes migren desde la superficie del andamio
a la parte interior. Un andamio 6seo ideal debe poseer
las siguientes caracteristicas (Miri et al., 2023):

. Porosidad: El andamio debe poseer una alta
porosidad para que pueda haber un flujo de
nutrientes, oxigeno y productos de desecho. Este
altimo es necesario para el crecimiento y el
metabolismo celular.

. Biocompatibilidad: ElI material del andamio no
debe ser tdxico y no provocar reacciones adversas en
el organismo.

. Bioactividad: el andamio debe poseer la
capacidad de estimular la regeneracién 6&sea
estimulando el crecimiento y la diferenciacion de las
células.

. Propiedades mecanicas: el andamio debe
poder soportar el peso de los tejidos circundantes y
tolerar la carga mecanica durante la regeneracion
Osea.

. Estabilidad estructural: el andamio debe
poseer la capacidad de mantener su integridad
estructural durante las etapas iniciales de la
formacion ésea. Los materiales utilizados para los
andamios 6seos pueden variar dependiendo de cudl
sea exactamente la funcion del andamio. Esta creado
para verse y actuar como tejido 6seo. Algunos de los

materiales comunes utilizados en los disefios de



estructuras O6seas incluyen ceramica, polimeros y
metales. Un polimero biodegradable cominmente
utilizado es la policaprolactona (PCL). PCL es una
sustancia termoplastica facil de manipular debido a su
bajo punto de fusion y sus sencillas propiedades de
impresion (Roseti et al., 2017). PCL se utiliza para
crear andamios utilizando filamentos de impresion
3D. PCL es un polimero que ha sido aprobado por la
Federal Agency of Food and Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos para aplicaciones
biomédicas (Yahay et al., 2023). Hay ciertos factores
gue limitan su uso en estas aplicaciones. Estos
factores incluyen propiedades mecénicas deficientes,
baja bioactividad y tasa de degradacion lenta. La
impresion 3D es una técnica de fabricacion que
permite la construccion capa a capa de objetos
tridimensionales. Lo que lo hace versatil es la amplia
gama de materiales que se pueden utilizar para
imprimir. Estos materiales incluyen, entre otros,
plasticos, metales y ceramicas. La impresién 3D se
utiliza en la industria médica para producir implantes,
prétesis y andamios especializados (Zhang et al.,
2023). La produccion de estructuras Oseas de
polimero mediante el proceso de modelado por
deposicion fundida (FDM) es uno de esos usos
(Kennedy et al.,, 2023). El filamento de polimero
utilizado en la tecnologia FDM se calienta antes de
extruirlo a través de una boquilla. ElI elemento 3D
requerido se produce cuando la boquilla se mueve en
las direcciones de los ejes X, Y, y Z mientras deposita
el filamento capa por capa. Al imprimir un andamio
6seo de polimero, el procedimiento comienza
utilizando un software CAD para crear un modelo 3D

del andamio necesario. Una vez completado, el
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modelo se carga en una impresora 3D utilizando una
extrusora FDM (Wang et al., 2020). Después de leer
el modelo 3D, la impresora construye el andamio
colocando capas sobre el filamento de polimero. Este
método de impresién se utiliza una y otra vez hasta
que se imprime todo el andamio. El andamio debe
enfriarse y endurecerse una vez finalizada la
impresion antes de poder usarse. El andamio final
tiene huecos conectados de un tamafio particular y es
poroso, imitando la estructura del hueso de forma
natural. Esto permite el paso de nutrientes y oxigeno,
favoreciendo la proliferacion celular y la regeneraciéon
de tejidos. La obtencién de un modelo 3D, la extrusion
de filamentos poliméricos biodegradables y
biocompatibles, la deposicion capa por capa y la
solidificacién son los pasos necesarios para crear un
andamio Gseo polimérico utilizando la tecnologia
FDM. FDM es una opcion atractiva para producir
andamios para aplicaciones de ingenieria de tejidos
porque el andamio resultante sirve como plantilla
ideal para la regeneracién y reparacion del tejido 6seo

(Roohani-Esfahani et al., 2016).
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La Figura 1 muestra el proceso del andamio impreso
en 3D FDM (Arora & Bhati, 2020).

Objetivo General: Disefiar y crear un andamio de
forma cubica impreso en 3D para la regeneracion
Osea, con 5 capas diferentes, utilizando el polimero

biodegradable Policaprolactona (PCL).



Objetivo Especifico:

o EIl disefio del andamio éseo de 5 capas
utilizando el software OpenSCAD. El disefio
utilizara un didmetro de filamento de 0.4mm y
las dimensiones maximas seran
15x15x17.5mm.

e La impresion 3D del disefio utilizando la
impresora 3D Makerbot que se encuentra
ubicada en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY). El disefio se
imprimird a 3 temperaturas diferentes: 180
grados, 190 grados, 200 grados.

e Las estructuras impresas se compararan y
luego se elegira la mejor en funcién de la
estructura general que se observard a través

de un microscopio Optico.

Planteamiento del problemay justificacion.

El proceso de disefiar, imprimir y probar un andamio
puede ser largo. Lo que pretende lograr esta
investigacion es analizar si es factible mitigar este
tiempo necesario para dicho proceso. Uno de los
objetivos principales de un andamio es proporcionar
un area donde las células puedan vivir y crecer para
estimular el proceso de curacién. Por tanto, la
viabilidad del crecimiento de las células es una prueba
importante en el procedimiento de prueba del
andamio.

El objetivo principal de este proyecto es comprobar si
el CICY puede ahorrar tiempo y recursos para futuros
proyectos. Esta investigacion servira de precedente
para dichos proyectos futuros. Los andamios
normalmente se prueban con un solo disefio. El

problema principal es la prueba de viabilidad celular.
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Las células in vitro son costosas y el precio
normalmente ronda los 15.000 pesos. Ademas, las
pruebas de viabilidad requieren aproximadamente un
mes para permitir que las células crezcan y luego
puedan analizarse. Este proceso normalmente se
repite para disefios de andamios diferentes e
individuales y luego se compara para ver qué disefio

produce la mejor viabilidad.

Materiales y métodos.

Disefio del andamio:

La investigacion comenzard con el disefio del
andamio multicapa en el software OpenSCAD. El
andamio tendrd unas dimensiones maximas de
15x15x12,5mm. El andamio sera de 5 capas. El
filamento que conforma las capas tendra un didmetro
de 0,3mm y el espacio entre filamentos sera también
de 0,3mm.

Prueba de la mejor temperatura para imprimir

Una vez que la estructura se haya disefiado
correctamente, se imprimira utilizando una impresora
3D, la Makerbot. Esta impresora estd ubicada y
proporcionada por el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan. La estructura se imprimira con
policaprolactona (PCL). PCL imprime entre 70 y 110
grados. Este es un rango relativamente amplio, por lo
que se debe realizar una prueba para encontrar la
temperatura adecuada para imprimir la estructura.
Esto se hace para reducir los errores o errores en el
disefio por parte del impresor. El andamio se
imprimira a 80, 90y 110 grados. Luego, cada andamio
se cortara por la mitad y luego se colocara bajo un
microscopio 6ptico, el Olympus. Luego se analizara

minuciosamente la estructura de cada uno para ver si



hay alguna falla en la estructura. Luego se
comparardn los datos y se seleccionara la
temperatura adecuada.

Impresion final

Una vez que se hayan seguido todos los pasos
anteriores, se imprimira el andamio con el disefio
finalizado y la temperatura adecuada. Luego, el
andamio se enviara al laboratorio de biologia para
realizar pruebas de viabilidad celular.

Analisis de adhesion celular

Para evaluar el efecto de los andamios sobre la
adhesion de las DPSC, las muestras fueron cortadas
en fragmentos de 5 mm de largo, por 5 mm de ancho
y fueron desinfectadas con medio transporte durante
48 h a 4°C, seguido de tres lavados con PBS. Se
sembraron a una densidad de 1 x 105 de DPSC en
cada una de las muestras. Usando un microscopio
electrénico de barrido; se examind la formaciéon de
lamelipodios y filopodios de las células adheridas en
cada uno de los andamios en diferentes tiempos (5 y
35 dias). Pasado el tiempo de interés, las muestras
se lavaron 3 veces con PBS, y fueron fijadas con la
solucion de Karnovsky, constituida por glutaraldehido
al 2.5 % y paraformaldehido al 2% en PBS, durante
15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizd tres lavados con PBS, las muestras se
deshidrataron con una serie de concentraciones de
etanol (50, 60, 70, 80, 90 y 100 %), durante 10 min
cada una. En etanol al 90 % y al 100 % las muestras
se sumergieron dos veces por 10 min en cada uno.
Finalmente, las muestras se recubrieron con oro y se
observaron en el microscopio electrénico de barrido
(JSM-5410LV).
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Ensayo de proliferacion Celular

La proliferacion de DPSC en los andamios (5 mm x 5
mm) se determind usando el kit de MTT (Sigma-
Aldrich). El ensayo con MTT se utiliza para medir la
actividad metabdlica celular como indicador de la
viabilidad, la proliferacién y la citotoxicidad celular.
Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccién de
una sal soluble de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT) a
cristales de formazan insolubles de color morado por
las células metabolicamente activas/vivas. En los
andamios se sembraron 5x103 células/pozo y se
incubaron por 0, 3, 7 y 10 dias bajo condiciones
estandar de cultivo.

En cada uno de los dias de estudio, las muestras
fueron tratadas con Tryple ExpressTM (GIBCO) para
aislar las células de los andamios. Posteriormente la
solucion de Tryple ExpressTM (GIBCO) con las
células y el andamio, fue centrifugada a 1,200 rpm
durante 5 min, se retir el sobrenadante y el andamio.
En cada muestra, se afiadi6é 64 uL de DMEM sin rojo
fenol (Sigma-Aldrich) y 6 puL de solucion de MTT (5
mg/mL) (Sigma-Aldrich), seguido de incubacion
durante 4h a 37 °C con el 5 % de CO2 y con el 85%
de humedad, protegido de la luz. Después de pasar
este tiempo de incubacion, los cristales de formazan
fueron disueltos con 100 pL de isopropanol durante
toda la noche bajo condiciones estandar de cultivo,
protegido de la luz. Posteriormente, la soluciéon con
los cristales de formazan disueltos en el isopropanol
se transfirieron a una placa de 96 pocillos y se midié
la fluorescencia (excitacién a 570 nm, emisién a 590

nm) utilizando un espectrofotometro (Epoch, BioTek).



Las células cultivadas en los pozos sin en el andamio
y bajo las mismas condiciones de cultivo, se usaron
como control positivo. Las mediciones de absorbancia
se realizaron por quintuplicado.

Analisis de diferenciacion celular

Las células del tercer pase celular se sembraron a
una densidad 1x105 células/pozo bajo condiciones
estandar de cultivo y con medio de cultivo estandar
durante 35 dias.

Mineralizacion de la MEC

La mineralizacion de la MEC se evalu6 a los 35 dias
de cultivo. Las células cultivadas en el pozo sin el
andamio y bajo las mismas condiciones de cultivo, se
usaron como control negativo, y las células cultivadas
con el kit de diferenciacion  osteogénico
(MesenCultTM, StemCell) sin andamio se usaron
como control positivo.

La solucion de trabajo de rojo alizarina se preparé a
una concentracion de 1 g de colorante de rojo
alizarina (Sigma-Aldrich) en 50 mL de agua destilada,
ajustando el pH entre 4.1y 4.3 agregando NH40OH, se
dej6 en agitacibn durante 60 min a temperatura
ambiente, cubriéndolo de la luz. Las muestras se
lavaron tres veces con 1 mL de agua destilada y
fueron fijadas con formalina neutra al 10% durante 20
min a temperatura ambiente. Se agregé 200 pL de
solucion de trabajo de rojo alizarina en cada una de
las muestras por 5 min transcurrido el tiempo, las
muestras se lavaron con agua comun y se procedio a

observar en el microscopio 6ptico (OLYMPUS CK40).

Resultados previos
Después de una cuidadosa revision de lo que se

necesitaba, se disefi6 un andamio de 5 capas
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utilizando el software OpenSCAD. Las capas estan
compuestas de filamentos de PCL con los siguientes
angulos. La primera capa es de filamentos a 90
grados, luego 45, luego 90, luego -45, luego 90. Lo
gue esto hace es crear una estructura similar a una
malla con pequefos espacios en el medio para que
las células y los nutrientes puedan fluir libremente. La
Figura 2 es una imagen del disefio finalizado en el
software CAD.

E’j/

La Figura 2 muestra el diseiio del andamio que se

utilizara.

En la siguiente fase del experimento. El andamio se
imprimié a 3 temperaturas diferentes: 80, 90 y 100
grados. Luego, las estructuras se cortaron por la
mitad y luego se inspeccionaron en busca de errores
o fallas en la estructura causadas por el proceso de
impresién. Se determindé que la mejor temperatura
para imprimir el andamio era 90 grados.

El dltimo paso fue imprimir el andamio a la
temperatura adecuada. La figura 3 muestra el

producto final de dicho disefio.



La Figura 3 muestra el producto final del andamio

utilizado en este proyecto.

Conclusiones y perspectivas. En conclusion, este
proyecto es uno que actualmente se encuentra en
proceso de finalizacion. Hasta este punto cuando se
esta escribiendo el articulo. Lo que se ha logrado es
la primera fase del proyecto que es el disefio e
impresion final del andamio. Lo que queda son las
pruebas de viabilidad celular. Estas pruebas tomaran
un tiempo aproximado de 35 dias. Una vez
recopilados los resultados, se analizaran y luego la
tesis entrara en su fase final. En conclusion, el disefio
y la creacion del andamio de 5 capas esta finalizado
y listo para ser sometido a pruebas adicionales.
Concluyo que la mejor temperatura para imprimir PCL
para este disefio de andamio es 90 grados, ya que
permite que el flamento permanezca circular y no
plano cuando se deposita en la placa. Esto asegura
gue el espacio entre los filamentos sea consistente y
esté presente, ya que estos espacios son esenciales
para el crecimiento y la diferenciacion celular.
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