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RESUMEN

Los andamios biodegradables con estructura tridimensional porosa son la base para
la regeneracion tisular, siendo componentes fundamentales para la ingenieria de tejidos;
sobre ellos se realizan cultivos celulares para producir sustitutos bioldgicos que restauren o
reparen dafios en tejidos u érganos. El colageno es el principal constituyente proteico de la
matriz extracelular humana y posee una estructura que favorece la unién, migracién y en
ciertos casos la diferenciacidon de células, siendo uno de los materiales mas estudiados para
el desarrollo de andamios. Sin embargo, su uso para fabricar estructuras tridimensionales
con porosidad controlada, disefiadas para permitir la adhesién y migracién de células en su
interior y una difusién de oxigeno y nutrientes adecuada, ha sido limitado debido a su
dificil procesabilidad mediante tecnologias de construccién capa por capa. En el presente
trabajo se propone la impresion tridimensional de andamios de colageno altamente

porosos para uso biomédico.

Para ello se desarrolla un método sencillo y relativamente econdmico para la
purificaciéon de coldgeno tipo | de piel porcina a partir de tratamientos con soluciones
acidas y sales, que preservan la estructura de las fibras a diferencia de procedimientos
enzimaticos normalmente usados, que desnaturalizan la proteina. El proceso llevado a
cabo permitié la purificacidn, caracterizacion y cuantificacién del colageno mediante
espectrofotometria y electroforesis desnaturalizante; ademas se analizdé su viscosidad a
través de un estudio reométrico. Con el colageno se preparé una biotinta que permitié una
extrusion homogénea por la bioimpresora y presentd viscosidad y estabilidad suficientes
para la impresidon de andamios tridimensionales. Se hizo una caracterizacién de estos
mediante microscopia electrénica de barrido, ensayos de hinchamiento de agua, porosidad
y difraccién de rayos X; ademas se comprobd la citocompatibilidad mediante un ensayo de
citotoxicidad sugerido por Norma ISO 10993, parte 5-2009, y se realizaron cultivos
celulares sobre los andamios para analizar el crecimiento y migracion de las células en los

mismos.
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ABSTRACT

Biodegradable scaffolds with three-dimensional porous structure are fundamental
components for tissue engineering, on which cell cultures are grown to create biological
substitutes that restore or repair tissue or organ damage. Collagen is the main protein of
the human extracellular matrix, its structure allows the union, migration and in several
cases the differentiation of the cells; becoming one of the most studied material for the
development of biomedical scaffolds. However, its use to fabricate reproducible and pore-
structure-controlled 3D structures, which are designed to stimulate cell adhesion and
subsequent migration, and the easy diffusion of nutrients, has been limited due to its low
processability by the means of layer-by-layer technologies. In the present, we propose
three-dimensional printing for obtaining highly porous collagen scaffolds for biomedical

use.

A simple and economical method is developed for collagen purification starting
from porcine skin using treatments with acidic and salt solutions, which preserve the
structure of the fibers unlike normally used enzymatic procedures which denature the
protein. Characterization and quantification through spectrophotometry and denaturing
electrophoresis allowed verifying the effectiveness of this method for obtaining highly pure
type | collagen; and rheometric studies indicated the viscosity of the material was suitable
for 3D printing applications. A collagen bioink was prepared, which could be homogenously
extruded through the bioprinter and presented appropriated viscosity and stability for
printing 3D scaffolds. A characterization of the printed scaffolds was performed through
scanning electron microscopy, X-ray diffraction, porosity and water swelling assays;
cytocompatibility was probed with a cytotoxicity assay according to the ISO Standard
10993, part 5-2009, and cell cultures were performed to analize cell growth and migration

on the printed scaffolds.
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INTRODUCCION

La necesidad actual de reemplazo, reparacién y regeneracién de organos y tejidos
para pacientes se encuentra en continuo crecimiento, tal que los suministros disponibles
no cubren la demanda existente; debido principalmente a la falta de donantes, y a
problemas de compatibilidad que llevan al rechazo de trasplantes. Para superar estas
desventajas, cientificos han investigado el uso de andamios biocompatibles como
alternativa al trasplante M Estos andamios son disefiados de modo gue imiten la matriz
extracelular, proveyendo soporte estructural y promoviendo la unién, proliferacién y
diferenciacién celular, con la meta de formar tejidos u drganos funcionales @ Tanto la
composicion del biomaterial del andamio como su arquitectura interna (porosidad,
dimension e interconectividad de los poros) condicionan el comportamiento y la funcién

de las células sembradas, y por ende, son aspectos criticos para la regeneracién del tejido
(3)

En los uUltimos afos, en el desarrollo de andamios para ingenieria en tejidos han
ganado importancia las técnicas de impresién 3D, que permiten crear estructuras definidas
con tamafo de poro e interconectividad controlados con capacidad de soportar el
crecimiento celular y formacién de tejido; logrando adaptar sus caracteristicas (en
términos de integridad estructural y microambiente) para imitar las del tejido diana “ por
otro lado, aunque numerosos estudios demuestran que algunos andamios basados en
colageno son por mucho los mds prometedores en la ingenieria de tejidos y la medicina

regenerativa )

, Su uso para fabricar estructuras 3D reproducibles y con porosidad
controlada ha sido limitado debido a su dificil procesabilidad. En particular, la fabricacién
de andamios de coldageno mediante impresidn 3D es desafiante debido a la baja viscosidad
a temperatura ambiente de los geles, soluciones o dispersiones de coldgeno empleados y

se reportan escasos trabajos en este tema (6).

En esta primera parte se presenta una revision de conceptos, introduciendo la
impresiéon 3D como método para producir andamios con microarquitectura interna
controlada. Para abordar los andamios de colageno, se introducen sus propiedades como
biomaterial, y se presentan los avances en cuanto a fabricacion de aquellos mediante

impresién 3D.
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ANDAMIOS PARA INGENIERIA EN TEJIDOS

La ingenieria en tejidos es un campo multidisciplinario que implica la aplicacion de
principios y métodos de ingenieria dirigidos hacia la comprensidon de las relaciones
estructura-funcién en tejidos normales y patoldgicos, y el desarrollo de sustitutos
bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién del tejido u érgano. Su meta es
superar las limitaciones de los tratamientos convencionales basados en trasplante de
o6rganos e implantacion de biomateriales, emergiendo como un nuevo campo que
envuelve la combinacién de células, andamios y agentes bioactivos para fabricar nuevos

tejidos funcionales o para la restauracion o reemplazo de tejidos vivos dafiados @)

Uno de los principales métodos detras de la ingenieria de tejidos implica el cultivo
de células in vitro para generar un neo-tejido tridimensional (3D) . Las células por si
mismas carecen de la capacidad de crecer en orientaciones 3D y asi definir la forma
anatémica del tejido; sino que emigran aleatoriamente para formar una capa
bidimensional (2D). Los tejidos tridimensionales necesarios se consiguen entonces
sembrando las células en matrices porosas conocidas como andamios, que dirigen el

crecimiento celular ¥,

Para optimizar su capacidad regenerativa, un andamio ideal requiere una
composicion y una fisica y mecdnica similares a las fisioldgicas de la matriz extracelular
(MEC) nativa ®) La MEC es un componente vital del microambiente celular, que provee la
arquitectura 3D apropiada para el normal desarrollo y crecimiento del tejido, por lo tanto,
aquel debe ser esencialmente una estructura porosa tridimensional que organice las
células en la construccion adecuada vy facilite el crecimiento del nuevo tejido 59 se ha
demostrado ademas que las moléculas estructurales y funcionales de la MEC proporcionan
propiedades mecdnicas necesarias para el buen funcionamiento de cada tejido y facilitan la

., ~ , . . . 1
transduccion de sefiales entre células adyacentes y con la matriz propiamente dicha 19,

Tanto el material empleado como la estructura 3D del andamio tienen un efecto

significativo sobre la actividad celular %2

.. ./ 11
En general, requisitos para su produccién son
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e Estructura tridimensional porosa bien definida (alta relacion superficie-volumen)
para favorecer la integracidn y vascularizacion el tejido, asi como suficiente movimiento de
nutrientes, oxigeno y metabolitos ) (1as altas tasas de difusion requeridas en un medio de

cultivo son inducidas por distancias pequefias, en el orden de los 150-400um).

e Estructura fisico-quimica que permita la unién, proliferacién y diferenciacién
celular, y la produccién de MEC para organizar las células en una arquitectura

tridimensional.

e Material de construccidon con biodegradabilidad controlada o bioreabsorbible, de
modo que haya un reemplazo gradual y ordenado del andamio por un tejido funcional; a

medida que las células se infiltran degradan el armazén temporal de soporte de células (2),

e Propiedades mecdnicas adecuadas al sitio de implantacién; incluyendo

elasticidad, compresibilidad, comportamiento viscoeldstico, resistencia a la traccion.

e Posibilidad de fabricarse facilmente en una variedad de formas y tamafos @,

Debido a estos requerimientos, siempre se encuentra un reto asociado al disefio

y fabricacion de los andamios biomédicos ®

TECNOLOGIAS DE FABRICACION

Los enfoques en el disefio de andamios deben ser capaces de crear estructuras
porosas jerarquicas en formas tridimensionales complejas para obtener las propiedades
mecdnicas y de transporte masivo (permeabilidad y difusion) deseadas. Las caracteristicas
arquitectdnicas juegan un papel importante en la regeneracion tisular: el transporte de
moléculas a través de los poros es funcién de su tamafo, conectividad y tortuosidad de los
canales internos, afectando directamente a la motilidad celular durante la regeneracion

del tejido(3‘ %9). ademds se ha demostrado que el tamano de poro influye en la adhesién y

.. 13;1
crecimiento celular #% ¥,

Se han desarrollado varias técnicas para procesar andamios 3D altamente porosos,
que facilitan la distribucion celular y guian su crecimiento, pero la mayoria crean matrices
con macro y microarquitecturas inconsistentes, porosidad aleatoria y control insuficiente

de los parametros relevantes (tamafio de poro e interconectividad). Con las técnicas
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convencionales (tecnologias textiles, moldeo por solvente, lixiviada de particulas,
laminacion de membrana, separacion de fases y moldeo por fundido) no es posible
controlar precisamente el tamafio, geometria y distribucidn espacial de poros en los
andamios. Experimentos in vitro con este tipo de andamios han dado como resultado el
crecimiento de tejidos con secciones transversales delgadas, penetrando las células menos
de 500um desde la superficie externa. Las células no pueden emigrar profundamente en el
andamio debido a la limitacidon de difusién de nutrientes y eliminacién insuficiente de
metabolitos a las que condiciona la estructura, por lo que sélo sobreviven cerca de la
superficie. Si se han podido cultivar exitosamente sobre aquellos andamios tejidos como
cartilago (cultivos primarios con secciones transversales mayores de 1mm), ya que tiene
bajos requerimientos de oxigeno, y piel, la cual no requiere formar secciones gruesas. Sin

embargo, la mayoria de los tejidos requieren alta concentracion de oxigeno y nutrientes®.

El prototipado rapido (RP), también conocido como fabricacién de libre forma (FFL)
ha sido desarrollado como un grupo de tecnologias avanzadas para superar dichas
limitaciones; permitiendo fabricar andamios con forma externa personalizada y morfologia
interna predefinida y reproducible, representando un enfoque prometedor para la
ingenieria de tejidos. Estas fabrican un objeto 3D aplicando disefio asistido por
computadora y ayuda asistida por computadora (CAD - CAM) para construir estructuras
complejas superponiendo una serie de cortes 2D con propiedades definidas, es decir,
secciones transversales disefiadas por CAD que la maquina usa como guias para imprimir, y

(3; 4)

son agregadas capa por capa de abajo hacia arriba . Aqui toma importancia la

impresion 3D.

Las ventajas sobre las técnicas convencionales incluyen la alta reproducibilidad de
la arquitectura y control de la microestructura del andamio: puede controlarse la
porosidad, tamano y distribucién de poros, e incluso formar estructuras para aumentar el
transporte masivo de oxigeno en todo el andamio; asi como la capacidad de controlar sus
propiedades mecdnicas y cinética de degradacion 4 Se ha utilizado tecnologias de RP
para producir andamios con dimensiones que varian entre nanométricas y milimétricas; los

.. , . . , . . +15: 1
distintos métodos han sido revisados y comparados en muchos articulos cientificos (8;15; 8),
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y numerosos grupos de investigacion han demostrado que dichos andamios apoyan la

adhesion celular in vitro y el crecimiento y regeneracion tisular in vivo 4%,

Tipicamente, la terminologia estdandar ASTM (American Society for Testing and
Materials, organizacidon de normas técnicas internacionales) incluye varios principios, tales
como fotopolimerizacién (estereolitografia), inyecciéon de material, extrusion de material
(deposicion fundida), fusidon de lecho de polvo (sinterizacion laser selectiva), y deposicion
por energia dirigida (deposicién por laser) @ Sj bien existen varios procesos aditivos
agrupados bajo el término, la importancia que se le ha dado a la impresiéon 3D durante la

ultima década ha llevado a que se refieran a éstos como sinénimos (20)
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IMPRESION 3D

La impresion 3D permite disefiar andamios capaces de imitar estructuras complejas
de la MEC, y de esta forma proveer un microambiente para la adhesién celular y posterior
proliferacion, distribucién y diferenciacién, con la capacidad de soportar el crecimiento

celular y promover la regeneracion de tejidos efectivamente 2022

Materiales usados para la impresiéon de andamios

Los biomateriales para impresion 3D de andamios, ya sean naturales o sintéticos,
varian dependiendo del tipo de tecnologia empleada. Estos incluyen metales, cerdmicas,

polimeros y composites 429,

e Metales: presentan alta resistencia mecanica, similar a la del hueso,
desarrolldandose sobre todo para regeneracion de tejido éseo. Se han usado aleaciones
cromo-cobalto, titanio, nitinol y aceros inoxidables. Limitaciones incluyen la toxicidad de
iones metdlicos generados por corrosion y tiempos de degradacién muy largos que llevan a
la formacion de tejido alrededor del andamio, en lugar de reemplazar al mismo.
Recientemente han surgido los llamados “metales biodegradables” basados en calcio,
magnesio, hierro o zinc como candidatos para ser impresos; los basados en hierro
estuvieron entre los primeros usados para impresién 3D de andamios y se demostrd la

proliferacidon y diferenciacidn celular in vitro sobre andamios de Fe-Mn.

e Ceramicos: han sido utilizados para la impresién 3D de andamios gracias a su
gran resistencia a la compresién y biocompatibilidad; siendo también capaces de generar
andamios para regeneracién dsea. Se han estudiado andamios impresos con hidroxiapatita
(naturalmente presente en el hueso) e hidroxiapatita mas trifosfato de calcio para

regenerar hueso.

e Polimeros: varios polimeros sintéticos, naturales e hibridos se usan para fabricar
andamios biomédicos 3D porosos, incluyendo poli(etilenglicol) diacrilato y metacrilato de
gelatina natural, empleados para fabricar hidrogeles. Los hidrogeles poseen propiedades
mecanicas ajustables, son biocompatibles y tienen la capacidad mantener su estructura 3D
al ser hidratados. En general los materiales naturales presentan ventajas debido a sus
propiedades inherentes de reconocimiento bioldgico, incluyendo la presentacién de
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ligandos de unidén a receptores celulares, degradacion proteolitica y remodelaciéon por
parte de las células activadas, mientras que los polimeros sintéticos pueden causar

bl icidad o falta d imi las células . El poli |
problemas como toxicidad o falta de reconocimiento por las células ™. El polimero natura
mas ampliamente usado para andamios biomédicos es el colageno; otros incluyen gelatina,

condroitin sulfato, quitosano, alginato y acido hialurénico %)

. Los polimeros sintéticos
tales como poli(e-caprolactona) (PCL), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicdlico) (PGA),
poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), pueden proveer mayor resistencia mecanica, mejor
procesabilidad, y tasas de degradacion controlables. Sin embargo, tienen actividad
bioldgica relativamente baja comparados con los naturales, en términos de promocién de
la regeneracion tisular; ademas, la hidrofobicidad intrinseca de ciertos polimeros

sintéticos, como los poliésteres, resultan en una adhesién celular baja (24),

Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones sobre andamios impresos ha sido
concerniente a tejidos éseos, siendo necesarios mas estudios en el campo respecto a otros
tejidos. Para ser una opcidn viable para la regeneracion tisular, los materiales usados para
impresion 3D deben ser imprimibles con un alto grado de reproducibilidad; también deben

ser manipulables para formar la morfologia deseada de los andamios disefiados (23],

Proceso de impresion.

La impresidn 3D involucra la fabricacion de estructuras a través de la deposicidn
sucesiva de capas mediante un proceso computarizado. Las principales tecnologias son la
microextrusion, impresién por chorro de tinta e impresion asistida por laser (26:27), Aguellas
basadas en la extrusidén son las mas avanzadas debido a la posibilidad de deposicién con

alta precisién y la capacidad de poder emplear diferentes biomateriales (28).

pueden
imprimirse casi todos los tipos de soluciones de pre-polimero de hidrogel de viscosidad
variable y agregados con alta densidad de células. La mayoria de los bioimpresoras
comerciales, incluyendo el Bioplotter (EnvisionTec, Gladbeck, Alemania) y NovoGen 3D
Bioprinting plataform (Organovo, San Diego, EE.UU.), se basan en la tecnologia de

extrusion, que es en esencia una modificacion de la impresién por chorro de tinta®).

Este proceso utiliza un sistema de presurizacidn neumatica para extruir materiales

tratados quimica o térmicamente a través de una boquilla de impresion similar a una
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jeringa, con capacidad de movimiento a lo largo de los ejes X-Y-Z; algunos sistemas usan
cabezales multiples para dispensar varios materiales. Al igual que en todos los métodos de
impresion 3D, primero se crea un archivo CAD y se envia a la impresora. En un proceso
analogo a la seccidén histoldgica, las trayectorias de impresién se crean "cortando"
matematicamente los modelos de objetos en capas, trazando el perimetro e interior de
cada una. El espesor de estas capas representa la resolucion de una impresora en
particular, normalmente en el rango de 100-500um. Las trayectorias son las instrucciones
leidas y ejecutadas por la bioimpresora, que mediante la aplicacidon de una fuerza continua

imprime lineas cilindricas ininterrumpidas o hebras 242830

en dos dimensiones segun las
direcciones del software CAD-CAM, luego el cabezal se mueve sobre el eje Z para depositar
la capa siguiente, que se adhiere sobre la primera; y se construye el modelo en un proceso
aditivo que forma un objeto 3D con una coleccién de cortes 2D 26) Cada capa puede
contener combinaciones de distintos materiales; la bioimpresora es capaz de usar y

cambiar el material o “biotinta” para desarrollar la estructura.

Una caracteristica clave de estas impresoras es que pueden imprimir geles
cargados con células, a menudo con otros materiales poliméricos como PCL, para producir
andamios funcionales ?%. Por esta razén muchos autores emplean el término bioimpresiéon
exclusivamente para aquellas aplicaciones en que las células son incorporadas en la
biotinta e impresas directamente, a diferencia de aquellas donde se utiliza la impresion 3D

para construir el andamio sobre el que luego se siembran cultivos.
Se han usado bioimpresoras de microextrusidén para fabricar distintos tejidos (31, 18)

(31 (32)

como valvulas aorticas ), arboles vasculares ramificados , modelos in vitro para

(33), asi como modelos de tumores ®¥. Los andamios construidos

estudios farmacocinéticos
por extrusion han exhibido en todos los casos buena adhesién celular con una arquitectura
regular y reproducible. Sin embargo, la principal desventaja es la gran sensibilidad a la

concentracion o viscosidad de los materiales en la boquilla de impresién (30),

Caracteristicas de los geles para impresion.

El material debe ser facil de manipular por la tecnologia de la impresora para ser

dispensado en estructuras tridimensionales complejas, y proveer soporte estructural al
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constructo. Para el caso de bioimpresion de células el material también debe mantener la
viabilidad celular. La importancia de las propiedades del material para la impresién recae
en que éste debe ser lo suficientemente fluido para facilitar la extrusion a través de la
boquilla, de pequeiio diametro, y debe mantenerse mecdnicamente a si mismo después de

(35)

la deposicidon . La impresibilidad se refiere a la capacidad de poder ser precisamente

28 syele referirse también a un control

depositado con el control espacial deseado
temporal, refiriéndose la capacidad del material de mantener la estabilidad necesaria a
corto plazo para asegurar que poros y canales no colapsen. Los principales pardmetros
fisicoquimicos que determinan la capacidad de un gel para ser impreso en 3D son sus
propiedades reoldgicas y mecanismos de entrecruzamiento. En muchos casos las
condiciones han limitado las soluciones de pre-polimero de hidrogel empleadas a

polimeros entrecruzables foto, quimica o térmicamente (29),

La microextrusion permite incorporar materiales altamente viscosos para mantener

la forma después de su deposicion; el proceso es compatible con viscosidades dentro de un
: . 7 (26; 27; 36) : .

amplio rango, desde 30mPa/s a mas de 6x10'mPa/s . Algunos investigadores

explotan materiales que poseen propiedades pseudopldsticas, comportamiento no

newtoniano que causa una disminucién de la viscosidad con aumentos de las fuerzas de

corte 57)

. Las tasas altas en la boquilla durante la extrusién permiten que estos materiales
fluyan a través de la misma, y luego de ser depositados aumenta su viscosidad al estar el

fluido en reposo.

Las propiedades reolégicas del material pueden ser adaptadas de manera que las
extrusiones mantengan su forma. Tipicamente, puede tenerse mayor control sobre el peso
molecular y su distribucidn en geles de materiales sintéticos, asi como sobre las densidades
de entrecruzamiento, que permiten control de propiedades mecanicas especificas tales
como el moédulo eldstico. Por otra parte, para los polimeros empleados en hidrogeles
derivados naturalmente es dificil manipular sus propiedades para que estén dentro de
rangos especificos, pero su bioactividad innata hace a estos materiales los mas atractivos,
siendo los mas estudiados en investigaciones de bioimpresidon. También se han trabajado
combinaciones de polimeros sintéticos y naturales para mejorar la resistencia mecanica de

los hidrogeles *535/38),
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COLAGENO

El coldgeno es la proteina mds abundante dentro de la MEC de los tejidos
conectivos tales como piel, hueso, cartilago y tendén de los mamiferos y comprende mas
del 90% de su peso seco. Se han identificado mds de 25 tipos distintos de colageno, cada
uno con una funcién bioldgica Unica 59 | colageno estructural primario en los tejidos de
mamiferos es el tipo |; esta proteina ha sido bien caracterizada y es omnipresente a través
de especies animales y vegetales. Otros tipos de colageno estan presentes en la MEC de la
mayoria de los tejidos, pero en cantidades mucho mas bajas, y proporcionan a los tejidos

especificos caracteristicas mecdnicas y permiten interacciones especificas MEC-célula (40)

Debido a su excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y funcién como MEC, el
coldgeno es ampliamente utilizado como biomaterial para aplicaciones médicas actuales y
para el desarrollo de productos de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa 41 vVarios
de estos andamios bioldgicos (por ejemplo los derivados de piel) han sido utilizados en

estudios preclinicos y aplicaciones clinicas (42),

CARACTERIZACION DEL COLAGENO COMO BIOMATERIAL

Estructura.

La versatilidad del coldageno como material se debe principalmente a su compleja

estructura “3)

. El modelo de la estructura del colageno tiene como unidad basica la
molécula de tropocolageno, que consiste de una triple hélice formada por tres cadenas
polipeptidicas a levdgiras. Las cadenas a estan compuestas de repeticiones de tres
aminodcidos que tipicamente tienen glicina cada tercer residuo, un conjunto que se repite
en la secuencia es la forma Gly-X-Y, donde X suele ser prolina e Y, prolina o hidroxiprolina.
La glicina es el aminoacido esencial mas pequeno, por lo que esta disposicidon permite la
rotacidn necesaria para formar la estructura de hélice. En la isoforma colageno tipo I, dos
cadenas a son idénticas, y la tercera tiene una secuencia levemente distinta, enrollandose
en una hélice de 300nm de longitud, 1,5nm de didmetro y con un peso molecular de
300kDa (ver Fig. 1). Su estabilidad se debe principalmente a los entrecruzamientos

intermoleculares 4.
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Figura 1. Estructura del colageno. Extraido de van Blitterswijk C A, de Boer J. “Tissue Engeneering” (2015)(40)

Una caracteristica importante del coldgeno tipo | es su estructura jerdrquica desde
la nanoescala a la macroescala. Dentro de las células se sintetizan y modifican las cadenas
a y se ensamblan a la forma de procoldgeno, el cual es secretado al espacio extracelular y
luego se separan las regiones terminales por enzimas especificas para formar la molécula
de tropocolageno; permitiendo que estas subunidades luego se autoensamblen en forma
de fibrillas de 10 a 300nm. Las moléculas de tropocoldgeno se unen covalentemente entre
ellas de manera escalonada, dando a las fibras de colageno un patrén tipico de bandas que

43) | as fibrillas se ensamblan

se ve en alta magnificacién, con periodicidad axial de 67 nm
entonces en microfibras y finalmente se agregan en fibras de coldgeno de 0,5 a 3um (ver
Fig. 2). Esta arquitectura altamente organizada desde el orden de hélices alfa hasta fibras

de colageno resulta en la resistencia y estabilidad de la MEC “s),

Propiedades.

El coldgeno pertenece a la familia de proteinas con estructura fibrilar; ésta
contribuye a mantener la integridad estructural y bioldgica de la MEC y proveer soporte
fisico a los tejidos. El coldgeno ofrece baja inmunogenicidad, buena biocompatibilidad y
biodegradabilidad, interactia especificamente con otras biomoléculas, contiene
secuencias especificas que median la regulacién de la morfologia, adhesion, migracién y
diferenciacidon de células. El colageno tiene una estructura relativamente estable debido a
la formacion de enlaces covalentes entre las fibras; sin embargo, su naturaleza proteica

determina su biodegradabilidad, por accién de colagenasas y proteinasas no especificas
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(46)

una vez que las primeras han desarmado las hélices™™. Las células pueden remodelar

matrices coladgenas por digestién a través de secreciéon de enzimas y sintesis de colageno

enddgeno (234449),

Hydroxylysyl pyridincline Lysyl pyridincline

D=67 nm

SSSESEAL (IRSSASSASS 2

SN | V2 COONANOAN, 2SS

W CEABIESESN, IESENASA,

USSR SIS &
Collagen microfibril

A \\ u-a:zwnopmm _ . .
1-20m [ NN = RTRNIN
g <300 nm 1 : ~300 nm !
Tropocollagen triple helix  * Procollagen triple helix

Protocollagen strand

Figura 2. Biosintesis de fibras de colageno. Extraido de Shoulders M.D., Raines R.T.“Collagen Structure and
Stability”(2009)*"

Todas estas caracteristicas lo hacen un material prometedor para andamios en
ingenieria tisular; sin embargo los andamios de colageno suelen carecer de suficiente
estabilidad estructural y resistencia mecanica cuando son hidratados, lo cual limita su
aplicaciéon en tejidos particulares. El entrecruzamiento mediante métodos fisicos o
quimicos puede mejorar las propiedades mecanicas de dichos andamios; también suele

combinarse el coldgeno con otros polimeros para tal fin (48]
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Fuentes de obtencion.

Los colagenos tipo | alogénicos y xenogénicos han sido reconocidos como una
fuente de andamios biocompatibles util con bajo potencial antigénico. El colageno tipo | se
extrae mediante procedimientos enzimaticos o con soluciones acidas de tejidos de origen
mamifero (principalmente bovino y porcino) ricos en la proteina fibrosa, como piel y

tendon 7,

Normalmente el colageno extraido es mayormente soluble; las fibras de
colageno luego pueden reconstituirse in vitro 43 Las técnicas mas populares involucran la
extraccion proteolitica con pepsina, sin embargo cabe destacar que la misma altera la
estructura molecular del coldgeno al eliminar las regiones terminales telopeptidicas,
resultando en una disminucidn del autoensamblaje de fibrillas y desnaturalizaciéon de las

proteinas “Y).

La forma fisica del material de coldgeno puede adaptarse a diversas aplicaciones:

hidrogeles inyectables que crean microambientes tridimensionales para el cultivo vy

(5)

diferenciacion de las células ', micro/nanoesferas que sirven como vehiculos de

suministro, membranas y peliculas utilizadas para guiar la regeneracidon de tejidos, y

andamios 3D porosos adecuados para regeneracion tisular 4548,
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ANDAMIOS BASADOS EN COLAGENO

Se han reportado muchas investigaciones sobre el coldgeno y sus formas
desnaturalizadas para andamios de ingenieria en tejidos (48) Andamios fabricados a partir
de colageno, con una porosidad mayor al 90% y tamanos de poro entre 100-150um han
sido ampliamente usados para ingenieria de tejidos en cartilago, hueso, higado, piel y
tejido cardiaco. También se ha usado colageno en tejido nervioso para mejorar la guia de

células de Schwann y fibroblastos y regeneracion axonal “9)

La mayoria de la investigacién actual apunta a la optimizacién de biomateriales
basados en coldgeno para aplicaciones médicas mejorando su resistencia mecdnica,
biodegradabilidad o caracteristicas de liberacion mediante entrecruzamiento o

combinacion de biopolimeros (1),

AVANCES EN ANDAMIOS TRIDIMENSIONALES DE COLAGENO

Generalmente, se han fabricado andamios 3D porosos de coldgeno por métodos de
liofilizacidn y evaporacion en punto critico; sin embargo, las esponjas obtenidas de esta
manera permiten un transporte limitado de oxigeno y nutrientes profundamente dentro
del andamio, y consecuentemente no pueden soportar el crecimiento de tejidos con un

grosor mayor a SOOum(G).

A pesar de su enorme potencial como biomaterial, su
procesabilidad mediante métodos de impresiéon es limitada debido a la naturaleza
extremadamente hidrofilica del coldgeno y su baja viscosidad a temperatura ambiente®
%0 solo muy pocos estudios fueron realizados y tres estrategias han sido reportadas hasta

ahora:

En primer lugar, se desarrollé un enfoque indirecto para fabricar andamios con
canales internos para vascularizacién predefinidos, generando un molde de sacrificio por
impresién de chorro de tinta de compuestos organicos de bajo punto de fusion®Y,
Vertiendo una dispersion de coldgeno poco viscoso en el molde y disolviendo éste en
etanol después del punto critico de evaporacion (posibilidad de quedar residuos
remanentes en el andamio pudiendo afectar la biocompatibilidad), resultaron andamios

con estructura porosa interconectada; sin embargo, presentaron considerable

encogimiento, inversamente relacionado a la concentracidon de coldgeno. En un estudio
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posterior, se encontré que con liofilizacién se induce menor encogimiento, se produce una

estructura porosa mas definida y se reproducen mas precisamente los disefios®?.

En segundo lugar, Ahn y cols (2010)"® desarrollaron un método de impresion
criogénica combinado con liofilizacién y electroespinning para obtener andamios de
colageno de baja viscosidad a temperaturas bajo cero, a fin de mejorar ciertos aspectos de
la impresién directa (tamafios grandes de hebra y poro, procesabilidad). La liofilizacion
permitid obtener hebras altamente porosas, y con el tiempo de deposicion de micro y

nano fibras con el proceso de electrospinning se pudo controlar el tamafo de poro.

Por ultimo, Lode y cols (2016)(50) trabajaron directamente sobre la dispersién de
coldgeno empleada. Encontraron que para obtener una preparacién dispensable a través
de una aguja de dosificacion y adecuada para la construccion de andamios en 3D, son
determinantes la viscosidad y homogeneidad de la misma; y lograron una dispersion de
colageno altamente viscosa para la fabricacién de andamios 3D por impresidn directa a

temperatura ambiente.

Los experimentos in vitro con distintas lineas celulares realizados por los grupos
mencionados confirmaron la idoneidad del coldgeno como excelente portador de células,
mostrando que los andamios tridimensionales favorecieron la adhesion inicial, y

proliferacion de las células.

Otras estrategias para generar andamios 3D con colageno estables usando RP se
basan en la combinacidn de colageno poco viscoso con otro material, que proporciona la
fuerza mecanica deseada; tales como andamios hibridos de coldgeno y polimeros
termoplasticos sintéticos (policaprolactona, poli(acido lactico-co-glicélico)) generados por

extrusion multicanal®®®

, 0 andamios de policaprolactona, fabricados por sinterizacién laser
selectiva y modificacion superficial con colageno 53 En estos casos, las propiedades que

permiten la impresién las proporciona el segundo componente.

En un trabajo de investigacidn reciente del grupo de la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales en que se desarrollé esta tesis, se presenta una impresora 3D vy la

bioimpresién de colageno de tenddn bovino para construir estructuras 3D biocompatibles
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(54)

y se muestra el potencial de esta aplicacién ", sentando las bases para este proyecto.

En el presente proyecto integrador, se trabajé en la obtencién de una biotinta
consistente en fibras de colageno insoluble y de alta viscosidad para la fabricacion de
andamios tridimensionales mediante impresidn directa a temperatura ambiente; con las
caracterizaciones correspondientes sobre el material purificado y sobre los andamios

obtenidos mediante bioimpresion.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método para purificar colageno a partir de piel porcina que permita
obtener un gel apto para ser impreso en 3D y generar andamios biocompatibles para uso

biomédico.

Objetivos especificos

- Extraccidon y purificacién de coldgeno tipo | a partir de piel porcina.

- Caracterizacidon quimica y evaluacidon de la pureza del coldgeno obtenido
mediante cuantificacidén de proteinas, cuantificacidon especifica de coldgeno y electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida.

- Medicién de la viscosidad del colageno mediante estudios reoldgicos.

- Obtencion de una biotinta de coldgeno que permita su impresion.

- Obtencidn de andamios mediante bioimpresion 3D.

- Caracterizacion de los andamios impresos mediante microscopia electrénica
de barrido, determinacion de porosidad e hinchamiento de agua y difraccion de rayos X.

- Evaluar la citotoxicidad de los andamios construidos con el colageno
obtenido por medio del ensayo de MTT de acuerdo a la Norma 1SO 10993-5(2009).

- Cultivo de células en el andamio de colageno impreso: microscopia dptica,

tincion de hematoxilina-eosina.
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MATERIALES Y METODOS

Protocolo de purificacion de colageno

Se extrajo el colageno a partir de piel porcina, modificando el método descrito por
Ghodbane y cols (2016) 53 Brevemente, se colocd en frascos estériles con etanol piel
porcina comprada a un proveedor y se reservaron los mismos. Se secciond el tejido en
piezas de aproximadamente 1cm; las mismas se congelaron, liofilizaron y rallaron

manualmente, realizando cuatro tandas de tejido procesado.

Los fragmentos de piel obtenidos se sometieron a doce tratamientos consecutivos
de 24h cada uno: seis tratamientos de fosfato de sodio 0,211M, dos tratamientos de
cloruro de sodio 0,480M, dos tratamientos de buffer de citrato 0,225M (ajustado pH 3,7) y

dos tratamientos de 4cido acético de 0,175M.

Después de cada tratamiento, cada muestra se centrifugd a 800xg durante 15min,
se elimind el sobrenadante, se afiadieron 500 ml de agua deionizada sobre el precipitado y
se colocd en agitacidn suave durante 15min. Luego dicha solucidn fue centrifugada una vez
mas y se elimind el agua para anadir la solucion del tratamiento siguiente; y tras 15 min de
agitacién la muestra se reservé a 4°C. Una vez completos los 12 tratamientos las muestras
se lavaron cuatro veces con agua deionizada, se frizaron y liofilizaron. Las muestras se
reservaron en frizer a -20 °C. Se sintetiza el proceso descrito en el siguiente esquema (ver

Fig. 3).

El rendimiento de este procedimiento se definié como la relacién porcentual entre

el peso final de la muestra liofilizada y el peso inicial de la piel liofilizada procesada.
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Figura 3. Esquema del protocolo desarrollado para la purificacion de colageno tipo | de piel porcina.
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Figura 4. Purificacion de colageno de piel porcina. A y B: corte del tejido, C: fragmentos liofilizados, D y E: rallado de los
fragmentos liofilizados, F: pesado antes de iniciar los tratamientos, G: suspension en solucién de tratamiento y
agitacion, H: centrifugado de los tubos, I: separacion del sobrenadante, J y K: liofilizados finales y pesado de los
mismos.
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Cuantificacion y caracterizacion del colageno.

1. Cuantificacion de proteina total.

Se cuantificd la cantidad de proteina total utilizando un método descrito por
Komsa-Penkova (1996)(56), a través de la mediciéon de su absorbancia a 560nm. Este
método es una modificaciéon de la técnica de Lowry(57) que permite cuantificar proteinas
fibrilares como el coldgeno que no se solubilizan con el método convencional. Se utilizé

coldgeno tipo | comercial (Sigma St Louis, USA) como estandar.

Se tomaron muestras representativas de cada una de las cuatro tandas de colageno
liofilizado obtenido con el protocolo descrito anteriormente. Se procedié a pesar con una
balanza de precisién la cantidad de miligramos de cada muestra y se hicieron las diluciones
correspondientes con agua deionizada, de modo que las soluciones tuviesen la misma
concentracién (0,93mg de esponja/ml). Para ello se cortaron con bisturi los liofilizados en
fragmentos pequefios y homogeneizaron intensamente durante 4h. Con el coldgeno

testigo se realizaron los mismos pasos para obtener una solucion de 0,88mg/ml.

Para obtener la curva estandar en el rango de linealidad, se prepararon tubos con el
testigo de coldageno con concentraciones que variaron desde los 0,11mg/ml hasta los
0,44mg/ml. Por otro lado, se prepararon series de diluciones de coldgeno a partir de las
soluciones madres de cada una de las muestras del material purificado, con valores de

concentracién comprendidos entre los 0,22mg/mly 0,465mg/ml.

Se incubaron voliumenes de 200ul de las suspensiones con 180ul de solucidén acuosa
de 0.4% tartrato de sodio-potasio, 10% Na,CO3; y NaOH 0,5M, y 20ul de una solucion
acuosa de 2% tartrato de sodio-potasio, 3% Cu,SO4. 5H,0 y NaOH 0,1M a 55°C durante
20min en un bafio caliente. Luego de enfriarse a temperatura ambiente, se afiadieron
600ul de reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua (1:15), se agitaron los tubos y se

incubaron a 55°C durante 10 min.

Se midié la absorbancia de las muestras a temperatura ambiente con
espectrofotémetro (Beckman) a una longitud de onda de 650nm, midiendo primero el
testigo para la curva de calibracién. Para todas las lecturas, se realizé cada muestra por

triplicado.
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2. Cuantificacion de cantidad de coldgeno.

Se realizé un ensayo colorimétrico Sirius Red en una placa de 96 pocillos para la
cuantificacion del contenido de coldgeno segun el procedimiento descrito por Kliment y
cols. (2011)*® usando colageno tipo | (Sigma St Louis, USA) como testigo. La curva de
calibracion se construyé con un estandar de coldgeno en un rango de 40ug a 2ug por
pocillo, cada concentracion se ensayd por duplicado. Se analizaron ocho muestras del
colageno purificado, ensayando seis concentraciones con rangos entre 5ug y 48ug de
proteina; y realizando cada concentracién por triplicado. Las cantidades de solucidn en

microlitros que fueron sembradas en cada pocillo de la placa se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolo para sembrado de placa para cuantificacidn con Sirius Red. Las concentraciones indicadas
corresponden a la cantidad de miligramos de esponja por mililitros de agua.

MUESTRA 0,465mg/ml MUESTRA 0,465mg/ml
100 | 75 | 50 | 25 | 20 | 15 100 | 75 | 50 | 25 20 | 15
TESTIGO COLAGENO 0,20mg/m! diH20
200 | 150 | 125 | 100 | 75 | 50 | 25 | 20 | 15 [ 10 100 | 50

Una vez sembradas las muestras se dejo secar la placa durante la noche en una
estufa a 40°C y luego se lavd tres veces con agua destilada (150ul por pocillo). Se
afiadieron a cada pocillo 150l del colorante Sirius Red (Direct Red 80, Sigma St Louis, USA)
disuelto al 0,1% en acido picrico saturado y se incubé durante 1h a temperatura ambiente
sobre un agitador (75 rpm). Se lavd la placa cuatro veces con agua acidificada (5% acido
acético, 150ul por pocillo) y se incubé con 150ul de NaOH 0,1M durante 30 min a
temperatura ambiente en agitacién (95 rpm). Luego se trasvasé el contenido de cada
pocillo a una nueva placa para efectuar la lectura en el espectrofotémetro (lector de

microplaca MultiskanSpectrum, ThermoSientific) a 550nm.
3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

Se analizd el contenido de proteinas del colageno obtenido mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (SDS), basdndose en el método de
Laemmli®. se empled un gel desnaturalizante de poliacrilamida con una concentracion de
7,5% para el gel resolutivo y 4% para el gel concentrador para analizar una muestra
representativa de coldgeno. Se utilizé6 un marcador de peso molecular de amplio espectro

(bio-Rad) y colageno tipo | (Sigma St Louis, USA) como control.
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Las muestras y el testigo de coldgeno se disolvieron con un buffer de solubilizacién
(SDS 1% (p/v), 100mM Tris-base, pH 9,5) a una concentracién de 1mg/ml. Las soluciones se
mezclaron con un buffer preparador de muestra (0,5M Tris-HCI pH 6,8 , SDS al 10%,
glicerol, azul de bromofenol, agua deionizada) en relacion 1:1 y B-mercaptoetanol; luego se
calentd durante 15 min a 95°C. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se cargaron 40pl

de muestra por calle en el gel de poliacrilamida.

Se realizd la corrida electroforética durante 2h, aplicando durante los primeros 30
min un voltaje de 100V para permitir que las muestras cargadas penetren en el gel con un
perfil de bajada parejo en todas las calles; luego se llevd la fuente a 140V durante 45 min, y

finalmente se aumenté a 150V durante 45 min para terminar la corrida.

Al término se retird el gel de la cuba y se fijé con una solucién de metanol 50%
(v/v) y acido acético al 10% durante 30 min. Se colocé el gel en una solucién de Comassie
Blue R-250 0,05% (p/v) en metanol al 10% y acido acético 5% (v/v) y se dejd en agitacidn
suave (50 rpm) durante toda la noche. Se quité la solucién tefiidora y se destifié el gel con
una solucidon de metanol al 30% (v/v) y acido acético al 10% (v/v), cambiando la misma
hasta quitar el fondo azul del gel; finalmente se colocé el gel en una solucidn preservadora
(5% glicerol, 10% acido acético) durante 10 min y se reservdé en agua. El gel de

poliacrilamida con SDS fue analizado utilizando el software Cligs 1D pro de Totallab.

Mediciones de viscosidad

Este ensayo se realizd en el Departamento de Quimica Organica de la Facultad de
Ciencias Quimicas (UNC). Se hidrato la esponja de coldgeno con buffer fosfato salino (PBS)
en una proporcion de 60mg de esponja por mililitro de PBS. Se midié la viscosidad de la
dispersién de colageno mediante un reémetro de plato MCR501 (Anton Para GmbH,
Alemania) utilizando el sistema PP8 de medicion plato a plato. La distancia entre placas
(espesor de muestra o GAP) se fijo en 1Imm y la temperatura a 10°C. Esta baja temperatura
fue necesaria para prevenir la evaporacion en el borde de los platos, la cual podria haber
llevado a un aumento en la concentracion de la dispersion de coldgeno vy
consecuentemente afectar la medicion. La dispersion del coldgeno se aplicd entre las

placas y el sistema se templé durante cinco minutos para finalmente medir la viscosidad en
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el modo oscilatorio con una frecuencia en el rango de 0,001 a 1s? para caracterizar el

comportamiento del fluido.
Fabricacidon de andamios de colageno mediante impresiéon 3D

Se obtuvo una biotinta rehidratando el coldgeno purificado, para lo cual se colocd
el mismo en una placa de Petri y se agregd agua deionizada (60 mg/ml), obteniendo una
consistencia de gel. Se realizaron pruebas con la misma para comprobar su imprimibilidad,
y posteriormente se generaron los andamios (LIfeScience, Cdrdoba) utilizando una
bioimpresora de extrusidn, con una resolucién igual a 500um en los tres ejes (0,514 +

) (54)

0,019 mm didmetro interior de la aguja segun el diseio establecido previamente de 6 x

6 x4 mm de alto.
Caracterizacion de los andamios impresos
1. Difraccidn de rayos X.

Se realizé un estudio de difraccion de rayos X con un equipo Philips DRX 1800
(LAMARX, IFEG-FaMAF-UNC), operando a 40kV y 30mA. Las muestras se analizaron a 26/6
entre 5 y 60° con un paso de 0,02° y a una velocidad de 1 min™. Para observar el
difractograma correspondiente se realizd un grafico utilizando el software GraphPad a fin

de identificar el patrdn caracteristico del material.

2. Estudios de hinchamiento de agua y porosidad.

Se pesaron y se incubaron dos andamios en agua destilada a temperatura
ambiente y determinando el peso humedo de los mismos 24h después para realizar el
estudio de hinchamiento. El porcentaje de hinchamiento de agua se defini6 como Ia

relacion porcentual del incremento de peso respecto al peso inicial del composite.

Se calculd la porosidad mediante la inmersidn de los andamios (peso inicial en seco

W) en etanol a temperatura ambiente durante 24h (peso en etanol W) a través de la

siguiente formula (60).
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Donde p; y p; representan la densidad del colageno (1,21g/ml) y del etanol
(0,79g/ml), respectivamente. Se ensayaron cinco andamios, realizando sobre tres de ellos

una repeticién del procedimiento de medicion de porosidad.
3. Micro y macroestructura de los andamios impresos.

Se realizé una microscopia de barrido electronico (SEM), para estudiar la
microestructura de los andamios 3D impresos, investigando la micro y macro porosidad de
los mismos. En primer lugar, se fijo los andamios durante toda la noche en glutaraldehido
al 4% en PBS a 4°C; luego de lo cual se lavaron tres veces con PBS y deshidrataron en un
gradiente de etanol (10-100%) durante 10 min en cada paso de deshidratacion.
Finalmente, luego de un secado de punto critico, las muestras se montaron en tacos, se
rociaron con oro y analizaron usando un equipo FE-SEM Zigma a 5kV con magnificaciéon

variable (LAMARX, IFEG-FaMAF-UNC).

Ensayo de citotoxicidad.

Este ensayo fue realizado por el Laboratorio de Biocompatibilidad del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (IIBYT, CONICET-UNC). Se evalud la citotoxicidad
del coldgeno obtenido de acuerdo con un ensayo propuesto por la norma ISO 10993-5

(2009) 1) utilizando extractos de las muestras segln ISO 10993-12 (2012)(62).

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular basdandose en
la reduccion de bromuro 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), capaz de
medirse mediante la formacién de un compuesto coloreado, debido a una reaccién que
tiene lugar en las mitocondrias de las células viables. El MTT es una sal color amarillo, la
cual es captada por las células y reducida por la enzima succinato deshidrogenasa
mitocondrial a su forma insoluble formazan, formando cristales azules insolubles en agua.
Estos, en cambio, pueden disolverse con isopropanol; de esta forma puede cuantificarse la
cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico (cambio de coloracion del
amarillo al azul como consecuencia de la reaccién). La capacidad de las células para reducir
al MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional
es interpretada como una medida de la viabilidad celular (proporcional a la absorbancia

gue presentan los cristales de formazan en solucidon); la determinacion de la capacidad de
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las células de reducir al MTT después de ser tratadas con un extracto de la muestra

permite obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto que se evalla.

Se utilizé una de las lineas celulares sugerida por la norma para evaluar toxicidad de

materiales para uso médico, la linea celular Vero de origen epitelial.

Las células se cultivaron en medio Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) (Gibco,
Invitrogen, Auckland, NZ) suplementado con 10% de suero fetal bovino (PAA, Pasching,
Austria), 4mM de L-Glutamina (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ), 4mM de Piruvato de
Sodio (Sigma, St. Louis, USA) y 10.000 unidades/mL de penicilina - 10.000 pg/mL de
estreptomicina. Se incubd la placa a 37°C en atmdsfera humeda con 5% de CO, durante

24h para la formacion de una monocapa de células.

Para obtener el extracto del andamio de coldgeno impreso se incubd 0,1g de
muestra por mililitro de DMEM durante 72hs a una temperatura de 37°C. Se ensayaron
cuatro diluciones para cada extracto, a concentraciones de 100, 75, 50 y 25%

respectivamente.

Las células Vero se sembraron en una placa con una densidad de 10.000
células/pocillo e incubaron. Después de 24h se retiré el medio y se agregaron las
diluciones de los extractos. Después de 24h, los pocillos se lavaron dos veces con PBS
estéril, se agregd 50 pl de MTT 1mg/ml a cada pocillo y se incubd durante 1,30 h a 37 °C.
Luego se agregd alcohol isopropilico (150ul) en cada pocillo para disolver los cristales de
formazan. La absorbancia se cuantificd por espectrofotometria a 595 nm usando un lector
de microplaca Multiskan Spectrum (Thermo Scientific). Como control positivo (CP) se
utilizdé una solucidon de fenol al 0,2%. Todos los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado.

El porcentaje de viabilidad celular se determiné como la relacidon porcentual entre
la absorbancia (densidad dptica, DO) de las células tratadas y la absorbancia de las células

crecidas en condiciones dptimas de cultivo.
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Cultivo celular sobre los andamios.

El cultivo celular fue realizado por el Laboratorio de Biocompatibilidad del Instituto
de Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (IIBYT, CONICET-UNC). Se esterilizaron los
andamios impresos en etanol al 70% durante 12h y mediante exposicion a luz ultravioleta
durante 15 min; y luego se colocé cada uno de los andamios en una placa de polietileno de
24 pocillos y se sembraron con células epiteliales Vero (densidad 10.000 células/andamio).
Se colocé los andamios sembrados en una incubadora a 37°C y una atmésfera con 5% CO,,
siendo cambiado el medio de cultivo cada tres dias. El crecimiento y la migracién celular

fueron evaluadas a los 7 y 21 dias de cultivo.

Evaluacion del crecimiento y la migraciéon celular en los andamios.

Se empled el analisis histoldgico para investigar la infiltracion de células en los
andamios después de 7 y 21 dias de cultivo. Los andamios de coldgeno sembrados con
células Vero fueron fijados en glutaraldehido (4% en PBS) durante toda una noche, el cual

fue removido entonces mediante lavado extensivo.

Las tinciones histolégicas fueron realizadas por el Instituto Oulton. Brevemente, se
deshidrataron los andamios fijados en una serie de concentraciones crecientes de alcohol y
se incluyeron en parafina para el corte, obteniendo con un criostato secciones de 10um de
espesor perpendicularmente a la capa de células. Los cortes de los distintos andamios se
desparafinaron, rehidrataron vy tifiieron con hematoxilina-eosina (H&E). Todos estos pasos
se realizaron a temperatura ambiente, y los cortes fueron luego lavados, deshidratados y
montados en portaobjetos para observar con microscopio éptico. Se tomaron imagenes
digitales de los mismos con una cdmara CCD (Modelo DSU1-5MP) montado en un

microscopio NIKON ECLIPSE TE-U 2000 (IIBYT, CONICET-UNC).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Purificacion de colageno.

Se empled un procedimiento de purificacién no enzimatico para obtener colageno
insoluble a partir de piel porcina con el protocolo descrito, a través de una serie de
tratamientos del tejido con acidos y sales. Se obtuvieron rendimientos entre 11-16 % para
las distintas tandas trabajadas, calculados como la relacién porcentual entre el peso final
de la muestra liofilizada y el peso inicial de la piel liofilizada (pesado previamente al
comienzo de los tratamientos). Tanto en la etapa de rallado del tejido liofilizado como en
los primeros tratamientos con la solucién de fosfato de sodio se observd el
desprendimiento de gran cantidad de grasa en la piel procesada, lo cual incidié en el
rendimiento del protocolo, ya que el tratamiento quimico aisla la proteina del resto de

©3) " Similar

componentes del tejido; siendo esto informado también por otros autores
método empleado para extraer coldgeno a partir de tendones de distintas fuentes
animales ©* ha resultado en mayores rendimientos, debido probablemente a la ausencia

de grasa en dicho tejido.

(6465 (hasados en

Con respecto a otros métodos de extraccidn reportados
solubilizacion en un medio &acido, digestion enzimatica y un proceso de didlisis), se
encontré ventajoso este método al preservar la estructura fibrilar del colageno, la cual
imparte resistencia mecanica al material permitiendo luego un comportamiento adecuado
para la impresién 3D de los andamios. Ademds, el mismo implica un costo
significativamente menor en relacién a los métodos enzimaticos normalmente empleados,

evitando el uso de una membrana para didlisis y enzimas, las cuales representan costos

mucho mas altos.

Cuantificacién y caracterizacion del colageno extraido.

Luego de obtener el producto se cuantificé el contenido de proteina y de colageno
presente en la muestra mediante técnicas colorimétricas, a fin de caracterizar el material

obtenido.

Se tomaron tres muestras de cada tanda para cuantificar la cantidad total de

proteina por cantidad de esponja segun el método descrito previamente. Para conocer el
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rango de concentraciones en las que la concentracion de proteina y absorbancia
mantienen una relacion lineal, se realizd una curva de calibracidn con el testigo de
coldgeno. Una vez conocido el rango de trabajo (concentraciones entre 0,11 y 0,46 mg/ml),
se realizd una regresion lineal para obtener el coeficiente de extincion.

0,500

0,400

0,300
0,200

Absorbancia

0,100

0,000
0 0,2 0,4 0,6

Concentracién de esponja (mg/ml)

Figura 5. Curva de calibracion del testigo de colageno.
La cantidad total de proteina por miligramo de esponja fue de un 90,25% promedio,
con un error del 4,56%; indicando que la composicion del material purificado consistio

mayormente de proteinas.

Tabla 2. Cuantificacion de contenido de proteinas en las esponjas de colageno extraido.

Esponja H,0 Concentracion de Cantidad de proteina por

(mg) (ml) proteina (mg/ml) cantidad de esponja (%)
Al 6,9 7,42 0,969 10,054 104,15 15,83
A2 7,3 7,85 0,701 10,036 75,41 3,91
A3 7,3 7,85 0,983 +0,109 105,72 +11,75
Bl 5,2 5,59 0,739 10,035 79,49 13,81
B2 7,5 8,06 0,911 10,027 97,94 12,89
B3 7,5 8,06 0,972 10,049 104,44 15,23
Cc1 13,3 14,4 0,915 40,055 99,07 15,95
c3 10,3 11,07 0,742 +0,061 79,72 16,61
ca 9,5 10,22 0,720 10,041 77,41 13,36
D1 4,6 4,95 0,631 10,020 67,95 +1,42
D3 6,1 6,56 1,077 10,076 115,84 18,21
D4 4,5 4,84 0,706 10,063 75,93 16,75

Promedio total 90,25 +4,56

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se tomaron seis muestras, y se
cuantificd la cantidad de coladgeno por proteina a través de espectrofotometria, con una
técnica basada en la afinidad especifica del colorante Sirius Red por la estructura de triple

hélice del colageno. Se realizd la curva de calibracion del testigo de colageno y se trabajo
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de manera similar al punto anterior (rango de linealidad identificado entre los 0,003ug vy
0,03ug de proteina). En base a las cantidades de proteina sembradas para cada muestra se
calcularon las correspondientes cantidades de colageno en miligramos y se expresaron los

resultados como porcentaje.

El porcentaje de coldgeno por el contenido total de proteina fue de un 94%
promedio, con un error asociado de 6,98%. Esto indica que la mayoria de la esponja
obtenida esta compuesta por coldgeno tipo |, corroborando la efectividad del protocolo de

extraccidon para obtener un producto con alto grado de pureza.

Respecto al peso inicial de piel tratada para purificacién, se encontré que el método
de purificacién empleado permitié obtener una buena cantidad de colageno con alto grado
de pureza; trabajos realizados por otros autores informan extracciones con contenidos

mucho menores en cuanto a cantidad de coldgeno referidos al peso de piel inicial (64-67),
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Cantidad de colageno (mg)
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Figura 6. Curva de calibracion del testigo para cuantificacion de colageno por Sirius Red.

Tabla 3. Cuantificacién de la cantidad de colageno sobre cantidad de proteina de las muestras.

Proteina Colageno Cantidad de coldgeno por

(mg/ml) (mg/ml) cantidad de proteina (%)
Al 0,484 0,446 92,09 10,77
B1 0,360 0,258 71,63 10,24
B2 0,471 0,375 79,65 0,32
c1 0,451 0,441 97,77 10,26
c3 0,366 0,276 75,57 0,41
(o2 0,360 0,368 102,31 +1,29
D1 0,316 0,316 99,95 +0,96
D4 0,353 0,471 133,50 0,56
Promedio 94,06 +6,98
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También se analizé la pureza del coldgeno mediante la técnica de electroforesis. El
patron electroforético obtenido se presenta en la Fig. 7, encontrdndose en la primera calle
el marcador de peso molecular, en las calles 2, 4, 6, 8 y 10 el testigo de coldgeno y en las

calles 3, 5, 7 y 9 la muestra de estudio.

|

Figura 7. Gel de poliacrilamida tras la tincién, mostrando la separacion de bandas de las muestras.

En los patrones electroforéticos de la muestra y del testigo de colageno tipo | se
detectan las mismas cuatro bandas: dos bandas cercanas entre si con pesos moleculares
en los 137 y 152kDa, que se corresponden con las cadenas al y a2 del colageno; y dos
bandas con pesos moleculares mayores, una en los 250kDa y otra en 300 kDa
respectivamente, las cuales corresponden a dimeros (cadena B), y trimeros (cadena
helicoidal y) de las anteriores; caracteristicas de la estructura del coldgeno tipo I. Este

patréon es semejante a los resultados reportados en otros trabajos para colageno extraido

de varias especies, que muestran presencia de cadenas al, a2, dimeros B (64;68-70)
trimeros o cadenas helicoidales®®.
Tabla 4. Pesos moleculares correspondientes a cada banda. Los valores estan indicados en kDa.
Marcador Muestra colageno Testigo colageno
Bandas PM
/Calle 1 3 5 7 9 2 4 6 8 10
1 200 293,43 293,43 298,45 288,95 288,95 303,09 303,09 298,45 284,11
2 116,25 255,70 252,99 249,94 247,31 252,99 255,70 258,83 249,94 249,94
3 97,4 148,81 153,28 160,18 148,81 155,47 157,91 160,18 157,91 153,28
4 66,2 138,39 138,39 140,32 134,43 144,49 146,53 142,49 140,32 136,30
5 45
6 31
7 21,5
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Mediciones de viscosidad

Se ensayaron dos muestras de colageno con un redmetro de placas paralelas como
se ha descrito en materiales y métodos. Se analizé la viscosidad en el rango de velocidades
de corte (frecuencia) presentes en la jeringa de la bioimpresora durante la extrusion,

observandose que el valor de la misma disminuye a medida que aumenta la frecuencia.

Se encontré que las dispersiones de coldgeno fueron altamente viscosas,
presentando valores mayores por un orden de magnitud respecto a las viscosidades

informadas en el trabajo de Lode y cols®?

, que realizaron estudios comparables. Los
estudios reométricos también indicaron que el material exhibe un comportamiento

pseudoplastico, también reportado por el grupo de trabajo mencionado.
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Figura 8. Mediciones reométricas de la dispersion de colageno.

Fabricacion de andamios de colageno y caracterizacion.

Con la biotinta se pudieron fabricar andamios de coldgeno a través de impresién
tridimensional a temperatura ambiente. La alta viscosidad del coldageno obtenido permitid
depositar hebras con presentaron suficiente consistencia para formar la estructura del
andamio segun la geometria predefinida (CAD) y resistencia adecuada para soportar la
construccion de la estructura en el eje Z. Ademas, las propiedades pseudoplasticas del
colageno se consideraron ventajosas para el proceso de impresidn, ya que durante la

extrusion del material su viscosidad disminuye a causa de las fuerzas en la boquilla de
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impresion, favoreciendo asi el flujo del material. Por otro lado después de la deposicién
(velocidad de flujo nula) la viscosidad del colageno es muy alta, contribuyendo a la

estabilidad y facilitando la fidelidad de forma de la estructura construida.

Se muestra a continuacién uno de los andamios impresos (Fig. 9), cuyas

dimensiones fueron de 6mm x 6mm x 4mm aproximadamente.

Figura 9. Vista superior de un andamio impreso, observandose el entramado de las capas impresas.

El patréon de difraccién de rayos X obtenido para el andamio de coldgeno impreso se
muestra en la siguiente figura (Fig. 10). Se observa un pico en proximidades de los 23°,
correspondiente a un patrén tipico del coldgeno puro "*7®, por lo que podemos verificar
que no se ha afectado la estructura del coldgeno durante el proceso y que la triple hélice

ha sido conservada.
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0.1 4

0.0 T T
0 20 40 60 80

20

Figura 10. Patrén de difraccion de rayos X del andamio impreso.
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Para conocer el hinchamiento de agua y porosidad de los andamios 3D impresos se
llevaron a cabo los estudios correspondientes, cuyos resultados y mediciones realizadas se

muestran en las Tablas 5y 6.

El hinchamiento de agua es un pardmetro importante porque indica cémo
respondera el andamio en contacto con un fluido corporal; la capacidad del andamio de
tomar agua es favorable para la adhesion y crecimiento celular, y para estudios sobre

colageno se han encontrado porcentajes entre 1000 -1700% (55:73:74)

Tabla 5. Hinchamiento de agua de los andamios de colageno.

Wy (mg) W (mg) % Hinchamiento

1 4,2 49,2 1071,43
2 9,5 98,9 941,05

Tabla 6. Mediciones y calculo de porosidad de los andamios.

Medicién W, (mg) W (mg) Porosidad (%)
1 5,1 15,1 92,59
2 3,5 8,5 90,10
3 10 24,5 90,23
4 4 14,3 94,25
5 9,2 20 88,20
6 4,7 15 93,31
7 5,2 8,9 81,92
8 9,5 25,6 91,52

Promedio 90,27

Error 1,38

En cuanto a la microestructura de los andamios, éstos presentaron alta porosidad,
con un valor medio de 90,27% * 1,38%, y una estructura de poros regulares e

interconectados, confirmada por el andlisis estructural mediante SEM.

Este es un punto de gran importancia, ya que una microestructura altamente
porosa con interconectividad de sus poros es critica para asegurar una distribucidon
uniforme de células, asi como su supervivencia, proliferacion y migracion in vitro,
afectando directamente la difusidn de nutrientes y desechos metabdlicos de las células en
los andamios; y también debe proveer el espacio necesario para el crecimiento de

vasculatura desde los tejidos circundantes in vivo (18),
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Generalmente porosidades mayores al 90% son éptimas, mientras que el tamafio
de poro del andamio 6ptimo que permite la entrada mdaxima de células, asi como Ia
adhesion celular y la deposicion de matriz varia con los diferentes tipos de células y el tipo

de tejido 167,

Otros estudios sobre andamios ventajosos para el crecimiento de tejidos y células

basados en colageno exhibieron porosidades similares a las obtenidas ?*7°.

En las imdgenes de microscopia SEM se indican los macroporos formados en la
estructura (Fig 11 (A)), cuyos tamafios se encontraron alrededor de los 300um y los cuales
son necesarios para la neo vascularizacion en los andamios, como se menciond
anteriormente. Puede observarse ademas la existencia de microporos con tamafios cerca
de los 30um (Fig. 11 (B)), siendo éstos importantes para la adherencia e ingreso de las
células; estando de acuerdo con otros reportes donde se indican andamios basados en
coldgeno regenerativamente activos con una microestructura porosa especifica con

tamafios de poro entre los 20 - 125um{”"78),

Se indica ademds la presencia de las fibras de coldgeno laminar de tamafio
nanométrico (Fig. 11 (C) (D)), cuyo didmetro fue del orden de los 100nm, concordando con

los resultados esperados.
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Figura 11. Microscopia electréonica de barrido de los andamios impresos a distintas magnificaciones. A: Se indican las
mediciones de los tamaiios de dos macroporos contiguos. B: Imagen de un microporo. C y D: Estructura y fibras de
colageno laminar nanométricas.

Ensayo de Citotoxicidad de los andamios

Se analiz6 el potencial efecto citotoxico del andamio hacia células Vero. Las células
fueron incubadas durante 24h en presencia de distintas concentraciones de extracto de
colageno y se evallo la viabilidad celular mediante ensayo de MTT. Se calculd el porcentaje
de viabilidad de la siguiente manera: %Viabilidad= (DO células tratadas/células control) x

100. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién (ver Fig. 12 y Tabla7).
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Figura 12. Porcentajes de viabilidad obtenidos para células Vero crecidas en presencia de los extractos de colageno
luego de 24h de cultivo. CP: control positivo.

Bajo las condiciones de ensayo, los andamios de coldgeno de piel porcina purificado
mediante el protocolo desarrollado no muestran evidencia de citotoxicidad; ya que en
todas las concentraciones de extracto ensayadas por triplicado la viabilidad celular fue

mayor al valor aceptable del 70% indicado por la Norma I1SO 10993.

Tabla 7. Resultados del ensayo de citotoxicidad.

Objeto de ensayo Viabilidad celular
Muestra >70 %
Control positivo <50 %

Cultivos celulares sobre andamios impresos

El anadlisis microscépico de las células Vero cultivadas sobre los andamios 3D
impresos reveld una distribucién uniforme de las células sobre la superficie de las hebras
de colageno, indicando buena adhesién celular en los andamios, la proliferacidon de las
mismas vy facil infiltracidn en la estructura a través de los poros interconectados. En las Fig.
12 y 13 se muestran las imagenes tomadas tras 7 y 21 dias de cultivo respectivamente. En
estas tinciones se identifican las células y sus respectivos nucleos coloreados en tono

purpuray el coladgeno en tono rosado.
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Se observa que las células Vero sembradas ocuparon totalmente los espacios entre
las hebras de colageno impresas, distribuyéndose en la periferia del andamio y en los
poros abiertos entre hebras contiguas. En la primera semana de cultivo ya puede
apreciarse lo anterior, a pesar de la menor cantidad de células, que se hallan adheridas a la
superficie del colageno y forman una monocapa (Fig. 13 (A) (B)). En los cortes vistos a
menor aumento también puede observarse la estructura porosa de los andamios
preservada, distinguiéndose las hebras trazadas con la bioimpresora y las canaletas

formadas segun el disefo previo (Fig. 13 (C) (D)).

Figura 13. Cultivo celular de 7 dias con tincion H&E a diferentes magnificaciones. A: células adheridas al colageno en la
periferia del andamio (60x). B: Células dentro de un poro de la estructura (40x). C y D: Vistas de la estructura porosa
impresa en distintos cortes (10x).

Pagina 42 de 49



Impresién 3D y caracterizacidon de andamios de coldgeno extraido de piel porcina para uso biomédico

Adragna C., Jusczyszyn, S. J. Ingenieria Biomédica

Luego de 21 dias de cultivo, se observa una capa densa de células cubriendo las
hebras, verificando un gran incremento en el nimero de las mismas, asi como también su
migracion a través de los canales disefiados en la estructura del andamio e infiltracién en

los poros (Fig. 14 (A) (B)).

Figura 14. Cultivo celular de 21 dias con tincion H&E a diferentes magnificaciones. A y B: ciimulos de células adheridas
a las hebras de colageno del andamio (60x). C: Células ocupando un poro (60x). D y F: Células distribuidas en los poros
de la estructura (40x).
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CONCLUSIONES

La metodologia de purificaciéon permitié la obtenciéon de coldgeno tipo | con alto
grado de pureza, determinada electroforéticamente y a través de las cuantificaciones

realizadas, adecuado para ser empleado en impresion 3D de andamios.

Uno de los objetivos planteados fue la preparacion de una biotinta de coldgeno apta
para la impresién 3D de una estructura compleja. Determinante clave en este punto es la
viscosidad del material, por lo que se hicieron las correspondientes mediciones reoldgicas,
confirmando un comportamiento adecuado del fluido. La alta viscosidad de la biotinta (por
su alto contenido de fibras de coldgeno) y comportamiento pseudopldstico contribuyeron a
la fidelidad de impresion y estabilidad de las hebras extruidas luego de su deposicion. La
impresion tridimensional a temperatura ambiente del coldgeno descrita en el presente
estudio permitio la fabricaciéon precisa de andamios 3D para uso biomédico. Las distintas
imagenes microscopicas permitieron verificar la estructura porosa interna y arquitectura de
los andamios formadas con la bioimpresidon. Los andamios resultantes exhibieron
estabilidad bajo condiciones de cultivo y presentaron microporosidad y macroporos
generados por la deposicion de hebras, con tamafios de poro en un rango adecuado para
varias aplicaciones en ingenieria de tejidos. Los andamios de colageno estudiados
demostraron favorecer la adhesién y migracidn celular dentro de la estructura, permitiendo
gue las células permanecieran viables y crecieran en nimero durante varios dias de cultivo;
confirmando la idoneidad del coldageno tipo | y revelando que el proceso de purificacion del
mismo, preparacion de la biotinta y fabricacion de los andamios por bioimpresion no
tuvieron impacto negativo sobre su citocompatibilidad y demostrando su potencial para

aplicaciones de ingenieria en tejidos.

El objetivo del presente trabajo fue cumplido y ha sentado las bases para la
realizacion de futuros ensayos sobre los andamios impresos, asi como la posibilidad de su
aplicacién in vivo en animales. Para el uso en ingenieria en tejidos deben estudiarse ademas
parametros como tasa de degradacién y propiedades mecdnicas; asi como también la
posibilidad de entrecruzamiento y de combinar el colageno tipo | con glucosaminoglicanos u
otros para mejorar aspectos tales como estabilidad y degradacion, hinchamiento de agua y
porosidad, de manera que los andamios reproduzcan mas exactamente a la MEC biolégica.
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