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RESUMEN

La ingenieria de tejidos cartilaginosos es un campo altamente interdisciplinario
que se enfoca en desarrollar injertos o implantes de tejido capaces de reemplazar,
reparar o mejorar el tejido dafiado o ausente en el cuerpo humano [1]; [2].
Tradicionalmente, los injertos o implantes se obtienen de fuentes alogénicas (de otro
individuo), sintéticas o autdlogas (del propio paciente). Sin embargo, estos enfoques
tienen limitaciones importantes. Los injertos alogénicos conllevan riesgos de rechazo
inmunoldgico, transmisién de enfermedades y reabsorcion por el cuerpo. Los materiales
sintéticos pueden desencadenar respuestas inmunitarias, causar infecciones o incluso
resultar en la expulsidn del implante [1]; [2].

Una solucién prometedora involucra el diseiio de injertos sintéticos utilizando
componentes que se encuentran en la matriz extracelular. Dentro de esta linea de
investigacién, el grupo de investigacion conocido como G.l.R. Bioforge esta
desarrollando biopolimeros llamados recombindmeros tipo elastina, conocidos como
"ELR’s". Los ELR presentan una excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad vy
bioactividad, ademas de tener propiedades mecanicas ajustables [3].

La bio-impresién 3D ofrece una solucion ideal para crear prétesis e injertos que
imiten la estructura de los tejidos naturales. Los biopolimeros ELR's, al compartir
similitudes bioquimicas y metabdlicas con la matriz extracelular del cartilago, permiten
la creacidon de injertos bio-sintéticos de alta calidad.

En este Trabajo de Fin de Master se ha utilizado la bio-tinta "ZS-EI-ELR" cargada
con condrocitos de conejo para imprimir andamios, previamente disefiados mediante
programas CAD, los cuales tendran posibles aplicaciones en regeneracidn de cartilago. A
través de técnicas de expansion celular, se han generado cantidades significativas de
condrocitos, los cuales fueron mezclados con el biopolimero vy, asi, obtuvimos la bio-
tinta. De esta manera, hemos podido evaluar la viabilidad celular en un entorno
tridimensional.

Ademas, en este proyecto se ha iniciado la investigacién de un nuevo proceso de
lisis celular, etapa crucial en la produccién de los biopolimeros "ELR". Este nuevo proceso
de lisis celular se plantea con el propdsito de proporcionar informacion sobre la
escalabilidad del proceso, lo que podria ser fundamental para futuras aplicaciones
industriales. En este sentido, se investigd un proceso de congelacion rapida inducida por
nitrégeno liguido como método alternativo para la ruptura celular de las bacterias
responsables de la produccion del bio-polimero. Se llevé a cabo pruebas en paralelo para
comparar el rendimiento obtenido con los métodos convencionales utilizados en la bio-
produccién de estos polimeros y el nuevo método propuesto.

Palabras Clave:

Bio-impresidn 3D, Regeneracion de Tejidos, Condrocitos, Tejido osteocondral,
Condrocitos, ingenieria de tejidos.
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1. OBIJETIVOS.

El objetivo principal de este TFM es realizar la bio-impresién de andamios
utilizando un ELR como "bio-tinta" que esté cargada con condrocitos, con el propdsito
de evaluar la viabilidad celular en los andamios impresos. Esta evaluacidon busca
determinar si la bio-tinta es adecuada para su posible aplicacién en ingenieria de tejidos,
es decir, si los andamios impresos no solo proporcionan soporte estructural sino también
un entorno propicio para el crecimiento y desarrollo de los condrocitos.

Los objetivos especificos previstos para este trabajo de fin de Master son los
siguientes:

e Optimizacién de los parametros de Bio-impresidn:

Uno de los objetivos del presente TFM se fundamenta en la investigaciéon previa
llevada a cabo en el grupo de investigacion Bioforge, la cual se plasmé en una
tesis doctoral. En este contexto, nuestro propdsito consiste en optimizar los
parametros requeridos para la Bio-impresion de andamios 3D previamente
disefiados. A través de este enfoque, buscamos mejorar y perfeccionar el
proceso de bio-impresion, permitiendo asi una fabricacion mas eficiente y
precisa de estructuras 3D las cuales se pretenden usar en la regeneracion de
tejidos, especificamente la regeneracion de cartilagos. Al aprovechar el
conocimiento previo obtenido en el grupo de investigacién, aspiramos a avanzar
significativamente en esta area de estudio y contribuir al desarrollo vy
aplicaciones de tecnologia dentro de la ingenieria de tejidos.

e Impresion de andamios 3D:

El siguiente objetivo de este TFM consiste en llevar a cabo la impresion de
andamios 3D utilizando una bio-tinta desarrollada por el grupo de investigacién
Bioforge. Esta bio-tinta estara cargada con células, en concreto condrocitos, que
son células especializadas en el tejido cartilaginoso. Una vez que hayamos
optimizado los pardametros de bio-impresion previamente mencionados,
procederemos a implementar esta técnica avanzada para imprimir andamios
gue contengan las células mencionadas. El propdsito de esta fase de estudio es
lograr la creacién de andamios tridimensionales que sean capases de albergar y
mantener la viabilidad de los condrocitos, sentando asi la base para futuras
aplicaciones en la regeneracion de tejido cartilaginoso y potencialmente en otros
campos de la ingenieria de tejidos

e Optimizacién de un proceso de disrupcién celular:
El siguiente objetivo de este TFM se centra en la produccién de biopolimeros tipo
elastina o recombindmeros tipo elastina ELR's. Reconociendo que una de las
etapas cruciales en este proceso es la disrupcién celular, proponemos una
aplicacién industrial mediante la implementacion de un método de disrupcion
celular basada en el uso de nitrégeno liquido. En este sentido, llevaremos a cabo
ciclos de congelacién y descongelacidn de las células “Escherichia coli” con el fin

Jhon Stivens Galarza Garcia 1



Objetivos

de lograr la ruptura celular efectiva y obtener los bio-polimeros necesarios para
nuestro Trabajo de Fin de Master.

Mediante este enfoque, pretendemos desarrollar una técnica eficiente vy
escalable para la produccion de bio-polimero tipo elastina o recombindmero tipo
elastina ELR’s, que son de gran interés en la ingenieria de tejidos y otras
aplicaciones biomédicas. Al utilizar nitrégeno liquido como método de
disrupcion celular, esperamos obtener rendimientos comparables al método
utilizado en el laboratorio y de igual pureza de los bio-polimeros deseados,
allanando el camino hacia su potencial aplicacion industrial y contribuir al avance
en la fabricaciéon de biomateriales con propiedades mecanicas y funcionales
especificos.
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2. INTRODUCCION

2.1. Bio-impresién 3D.

La bio-impresion 3D es una tecnologia prometedora en medicina regenerativa y
biotecnologia que permite crear estructuras tridimensionales utilizando biomateriales y
células vivas. Ofrece ventajas como la personalizacidn y precisidn en la fabricacion de
tejidos, superando desafios en la medicina, como la escasez de donantes y el rechazo
inmunolégico. Esta técnica se centra en la impresion de células y tejidos, lo que tiene
aplicaciones en la regeneracion de la piel y la creaciéon de érganos funcionales como
corazones, rifiones y huesos. La bio-impresién 3D es una herramienta poderosa en
constante evolucion con un gran potencial en la ciencia y la medicina [4]; [5]; [6]; [7].

2.2. La bio-impresion en la regeneracion de tejidos.

La evolucidn de la bio-impresion 3D ha sido significativa desde sus inicios en la
década de 1980, cuando se desarrollaron las primeras técnicas de impresion 3D. en la
década de 1990, se comenzaron a utilizar materiales biocompatibles para la impresién,
en la década de 2000, se desarrollaron técnicas de impresién mas avanzadas, como la
impresidn por chorro de tinta y la impresidon por deposicion fundida. En la década de
los 2010 se produjo un gran avance en la bio-impresién 3D de tejidos y érganos, y se
comenzaron a utilizar células vivas para imprimir estructuras bioldgicas complejas. En la
actualidad la bio-impresiéon 3D se considera una tecnologia prometedora para la
fabricacion de tejidos y érganos para su uso en medicina regenerativa y trasplantes [7]

A lo largo de los afios, la bio-impresién 3D ha experimentado avances significativos:

En 2001, se enfatizd la importancia de analizar la estructura de superficies de
polimeros para andamios en ingenieria de tejidos [7]. En 2003, se logrd la impresién de
tejido vivo de cartilago [7]. En 2006, se logré la bio-impresién con encapsulacién de
células hepaticas en hidrogeles [7]; [8]. En 2008, se aumentd el interés en la conexidn
entre la bio-impresion 3D y la regeneracion ésea mediante el uso de hidroxiapatita en
andamios [9]. En 2011, se desarrolld una bio-impresora 3D similar a las impresoras de
inyeccion de tinta [10]. En 2015, se logré emular las propiedades biomecanicas del tejido
cartilaginoso y se desarrolld una bio-tinta adecuada para la bio-impresion de tejido
cartilaginoso [11]; [12]. En 2016, se descubrid la importancia de la geometria de los
poros en los andamios utilizados para la creacidn de tejidos [13]; [14]. En 2019, se
demostré que la bio-impresién de andamios con matriz extracelular de cartilago y
exosomas podria ser eficaz para tratar la osteoartritis [15]. En 2020, se logrd crear un
menisco artificial apto para implantacion [16].

Jhon Stivens Galarza Garcia 3



Introduccién

2.3. Principales aplicaciones de la bio-impresién.

REGENERACION DE TEJIDOS.

La bio-impresion 3D se considera una solucién innovadora para enfrentar la
escasez de drganos y tejidos disponibles para trasplantes. Esta técnica permite crear
tejidos y 6rganos utilizando las células del propio paciente, eliminando la necesidad de
donantes y reduciendo los riesgos asociados con los medicamentos inmunosupresores.
Se basa en tres enfoques principales: biomimética, autoensamblaje auténomo y
construcciones de bloques de microtejidos, todos destinados a crear estructuras
tridimensionales que imiten tejidos y drganos naturales. La bio-impresion ofrece una
perspectiva prometedora en la medicina regenerativa y los trasplantes, ofreciendo una
solucién potencialmente mds segura y efectiva para abordar la creciente demanda de
drganos y tejidos [7]; [17].

ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

La bio-impresion 3D tiene el potencial de revolucionar la industria farmacéutica
al agilizar el desarrollo y las pruebas de medicamentos [7]; [18]. Al incorporar modelos
de tejidos bio-impresos en 3D para realizar pruebas de drogas de alto rendimiento [7];
[19], se pueden simular respuestas precisas a la administracién de medicamentos en
drganos especificos. Esto acelera el proceso de evaluacidn, reduce los costos y mejora
la comprension de cdmo interactuan los farmacos con los tejidos y érganos. En Ultima
instancia, esto podria llevar a un desarrollo de medicamentos mas eficiente y a una
mejor capacidad para prever los resultados de los ensayos clinicos antes de avanzar a
etapas posteriores [7].

ESTUDIO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

Tradicionalmente, las enfermedades infecciosas se han tratado con
medicamentos cuando el sistema inmunoldgico del paciente no puede combatir la
infeccion por si solo. Para comprender mejor cémo los patdgenos interactian con el
sistema inmunoldgico, se han utilizado cultivos 2D. Sin embargo, estos cultivos no
reflejan con precisién lo que ocurre en el cuerpo. Los modelos en 3D ofrecen una
plataforma mas efectiva para el desarrollo de medicamentos y vacunas, ya que simulan
de manera mas realista el entorno de los tejidos humanos. Esto permite un mejor
estudio de las interacciones entre patdgenos y el sistema inmunolégico, lo que podria
mejorar nuestra comprensién de las infecciones y la evaluacién de nuevos tratamientos

[71.
ESTUDIO DE TUMORES

Actualmente, el desarrollo de terapias contra el cancer implica evaluaciones en
cultivos 2D y estudios en animales [7]. Sin embargo, la bio-impresién 3D ofrece una
alternativa avanzada al permitir la creacién de modelos tumorales que replican las
condiciones reales del tumor, incluyendo presién hidrostatica, el esfuerzo cortante y la
compresion, el estrés de las fuerzas [7]. Esto facilita la comprension de los mecanismos
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detras del cancer y la resistencia a tratamientos. La tecnologia de bio-impresion 3D
podria revolucionar la forma en que se desarrollan terapias antitumorales al ofrecer un
enfoque mas preciso y relevante para la investigacion y desarrollo de nuevos
tratamientos [7].

En cuanto a las problematicas actuales de la bio-impresidn 3D, incluyen el tiempo
de procesamiento largo para imprimir estructuras, la necesidad de mantener
condiciones especificas para la supervivencia celular y la incapacidad para crear
estructuras dinamicas similares a los tejidos vivos. Estos desafios requieren
investigacion continua en hidrogeles, formulaciones y condiciones para garantizar
buenas propiedades mecanicas y alta viabilidad celular [7].

2.4. Tipos de tintas y bio-tintas

El enfoque convencional para tratar defectos éseos segmentarios extensos en
entornos clinicos suele implicar procedimientos quirdrgicos repetidos y dependen de la
disponibilidad de donantes para la obtenciéon de tejidos. En este contexto, la tecnologia
de bio-impresién 3D surge como una promisoria herramienta terapéutica. No obstante,
el desafio persiste en la implantacidn exitosa de la bio-impresion 3D directamente en el
lugar de la lesion, lo que se conoce como bio-impresién in situ [20].

La tecnologia de bio-impresidn 3D ofrece la posibilidad de disefiar andamios con
caracteristicas morfoldgicas altamente precisas, adaptados para diversos tipos de
tejidos, entre ellos los tejidos musculoesqueléticos como el cartilago y el hueso.
Mediante la integracidn de imagenes de tomografia computarizada “TC” con el proceso
de bio-impresién 3D, se ha logrado la fabricacidn de andamios personalizados a escala
anatémica para la regeneracién dsea, este enfoque permite la creacidon de estructuras
gue se ajustan especificamente a las dimensiones y forma del paciente, lo que
potencialmente contribuye a un mejor resultado en los procedimientos de regeneracién
Osea [21].

Resulta esencial investigar de manera detallada el impacto del material
seleccionado, la bio-tinta, asi como los parametros empleados en el proceso de bio-
impresidn, ya que estos factores influyen directamente en el resultado final obtenido.
La nocion de “capacidad de impresion” de una bio-tinta resalta su aptitud para ser
utilizada en el proceso de bio-impresién 3D. en este contexto, los hidrogeles emergen
como una eleccion sobresaliente debido a su compatibilidad con tejidos biolégicos. Sin
embargo, la imprimibilidad “printabilidad” de estos hidrogeles se convierte en un
aspecto critico para aprovechas al maximo sus propiedades y garantizar una precision
optima en la impresion de estructuras tridimensionales [22].

Definicién de tintas bioldgica o bio-tintas

El concepto de bio-tinta hace referencia a la disposicidn tridimensional de células
o agregados celulares, ya sea en el interior de biomateriales o en un entorno en tres
dimensiones [23]; [24].
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Recientemente, se ha propuesto una clasificacién del término “bio-tinta” en
cuatro subcategorias: bio-tintas de soporte, bio-tintas fugitivas, bio-tintas estructurales
y bio-tintas funcionales [25]. Esta divisidon se basa en distinciones especificas entre estas
categorias:

Bio-tintas de soporte: Estos materiales estdn disefiados para sostener vy
respaldar poblaciones celulares durante la fase de impresidn, actuando como una matriz
extracelular artificial conforme las células se multiplican [25]; [26].

Bio-tintas fugitivas: se refieren a materiales temporales a de sacrificio que
pueden ser eliminados de manera rapida, permitiendo la formacién de huecos o canales
internos dentro de estructuras impresas, especialmente utilizados para bio-impresiones
3D vasculares [25]; [26].

Bio-tintas estructurales: Estos materiales se emplean para brindar integridad
mecadnica a las estructuras bio-impresas. Pueden ser temporales, pero su duracién en el
tiempo es relativamente mas prolongada (por ejemplo, termoplasticos como la
policaprolactona) [25]; [26].

Bio-tintas funcionales: estas bio-tintas proporcionan sefiales bioquimicas,
mecanicas o eléctricas destinadas a influir en el comportamiento celular después de la
impresién de una estructura [25]; [26].

La distincion propuesta entre estas diferentes categorias tiene en cuenta los
roles especificos que desempeiian en el proceso de bio-impresidn y en la funcién final
de los construcciones impresas [25]; [26].

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, una bio-tinta se refiere a una
composicion celular formulada de manera adecuada para ser procesada mediante
tecnologias automatizadas de bio-fabricacién. Estas tintas pueden incorporar
componentes biolégicamente activos y biomateriales. Los constituyentes bioldgicos
pueden variar en su disposiciéon y conformacidon, tales como células individuales,
agregados celulares en forma de esferoides o bastones, organizacién en minitejidos u
drganos, y células revestidas por capas delgadas de materiales. También pueden incluir
células encapsuladas en microambientes coloidales personalizados o cargados en
microportadores. Ademas, las bio-tintas tienen la capacidad, aunque no es obligatoria,
de contener moléculas bioactivas como factores de crecimiento, ADN, miARN, citocinas,
exosomas y diversos biomateriales. Esta definicion de bio-tintas no depende de la
tecnologia especifica de bio-fabricacion empleada, abarcando métodos como
transferencia directa por laser, microfluidica, ensamblaje, inyeccién de tinta,
dispensacion trazada y enfoques litograficos [23]; [24]; [26].

En el ambito de la bio-impresidn 3D, es esencial establecer una diferencia entre
las bio-tintas, que estan compuestas por células incorporadas, y las tintas de
biomateriales, que carecen de células. Por consiguiente, los biomateriales que
conforman las biotintas deben desempefiar la funcién de vehiculo para el transporte de
células durante el proceso de formulacion y bio-impresion. En contraste, las tintas de
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biomateriales pueden ser impresas, pero solo se les puede incorporar células después
de que el proceso de bio-impresidn haya concluido [23], [27]. En consecuencia, las tintas
de bio-materiales no se consideran como bio-tintas, dado que normalmente las células
se introducen en la estructura del biomaterial impreso por separado, en una etapa de
siembra distinta [23].

BIO-INK
Processing with a biofabrication

Cells as mandatory Sg.hr;i%l;?intin g

components " I-TL* e

~ i |
ol

. \' CEEN | (o]
PR, Optional: \ /

combined with materials
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scaffold with cells

Additive manufacturing !
of biomaterials as inks

Figura 1: Diferencia entre una bio-tinta “cargado con células” y una tinta de biomaterial “sin células”. En
el caso de las bio-tintas “ilustradas arriba”, las células son elementos intrinsecos de la formulacion de bio-
impresiones 3D, ya sea incorporadas en microportadores, encapsulados en microgeles, integradas en un
hidrogel fisico o compuestas con precursores de hidrogel. Por otro lado, en las tintas de biomateriales
“representados abajo”, las células se introducen en la estructura del biomaterial impreso en 3D, lo que
reduce las restricciones bioldgicas de las tintas (creado con Biorender.con adaptado de [23]; [26]).

Los materiales de hidrogel son los mas comunmente empleados en la creacién
de bio-tintas; sin embargo, es importante destacar que las bio-tintas no se limitan
Unicamente a soluciones moleculares de precursores de hidrogel [23]; [28]. Las bio-
tintas también pueden abarcar microportadores [23]; [29], nano particulas que actldan
como plataformas de liberacién de farmacos [23]; [30], o nanofibras,que mejoran las
propiedades reoldgicas y mecanicas [31]. Ademas, los micorgeles que contienen células
[32] o microesferas [33] pueden ser incorporados como componentes en bio-tintas,
otorgandoles funcionalidades adicionales [23].

Hidrogeles e Ingenieria de Tejidos

Las técnicas de ingenieria de tejidos se centran en el cultivo de células vivas
dentro de una estructura tridimensional. Estas técnicas se basan en tres requisitos
esenciales: (1) contar con una matriz adecuada para el trasplante y el mantenimiento de
las células; (2) promover la reparacion de células que contribuyan a la formacion de una
matriz funcional; (3) disponer de moléculas bioldgicas activas, como citocinas y factores
de crecimiento, que faciliten la generacién de nuevos tejidos [23].
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La matriz sintética desempefia un papel fundamental al proporcionar la
estructura sobre la cual se desarrolla la arquitectura tisular. Las células son esenciales,
ya sean las propias del hospedador que se multiplicaran in vivo dentro de la matriz
sintética, o células del hospedador cultivadas previamente in vitro en la matriz y luego
reintroducidas en el paciente. Estas células son responsables de regenerar nuevo tejido
mediante la sintesis de nueva matriz extracelular. Mientras tanto, la estructura sintética
sirve como armazon, brindando estabilidad mecanica y direccion para el crecimiento
celular en un entorno tridimensional. La interaccidn entre las células y el hidrogel es de
suma importancia para el éxito de las aplicaciones en ingenieria de tejidos [23].

Los hidrogeles son definidos como polimeros que son hidrofilicos y estan
entrecruzados, lo que les permite absorber agua y fluidos bioldgicos, y convertirse en
redes 3D insolubles. Estos hidrogeles pueden ser derivados de diversos materiales que
son solubles en agua, incluyendo tanto polimeros naturales como sintéticos, asi como
proteinas y otras moléculas. Su estructura se forma principalmente a través de un
proceso de reticulacidn, en el cual se establece una red tridimensional que no es soluble
en fluidos bioldgicos. Ademads, esta red se mantiene en equilibrio dentro de un ambiente
acuoso debido a un balance entre las fuerzas elasticas del polimero reticulado y las
fuerzas osmoticas originadas en el liquido circundante [23].

Macromolecular
network

Macromolecular
chain

l Water

|
| /\___\ Crosslinking
N\ —e)

B

Polymer solution Crosslinked hydrogel

Figura 2: Principio de la formacidn de hidrogeles [23]; [26].

Los cuatro criterios de disefio de Wichterle son los siguientes [23]; [34]:

1. Evitar la solubilizacién de moléculas de hidrogel en bio-fluidos

2. Formar una estructura quimica y bioquimica estable.

3. Lograr una alta permeabilidad de nutrientes y residuos bioldgicos.

4. Reconstruir caracteristicas fisicas similares a los tejidos biolégicos nativos

En el campo de la ingenieria de tejidos, ciertos hidrogeles tienen la capacidad de

entrecruzarse in situ, permitiendo procedimientos menos invasivos y evitando la
necesidad de cirugia abierta [23]; [35]. Ademas, es posible entrecruzar hidrogeles en
diversas condiciones, siempre y cuando las células embebidas sean capaces de
sobrevivir a las transiciones quimicas o fisicas asociadas con el proceso de gelificacién
[23]; [36].
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Tintas bioldgicas a base de hidrogel natural
Tintas bioldgicas a base de proteinas
Colageno:

El coldageno es ampliamente reconocido como uno de los biopolimeros mas
prominentes en la investigacién biomédica y en los estudios de cultivo celular. Sin duda
alguna, constituye el componente mas esencial de la Matriz Extracelular en la mayoria
de los tipos de tejidos. El coldgeno, un polimero cationico flexible, es considerado la
proteina estructural clave en vertebrados, compuesta mayormente por motivos
peptidicos hidrofébicos. Los métodos de aislamiento y purificacién del colageno,
especialmente del tipo |, estdn bien establecidos en la comunidad cientifica [23]; [37];
[38].

El coldgeno es un material que permite la formacién de hidrogeles 3D robustos
y biodegradables debido a su estructura de triple hélice y su baja antigenicidad. Presenta
una excelente biocompatibilidad, minimas reacciones inmunoldgicas, una clara
interaccidn con otras moléculas bioldgicas y un comportamiento polielectrolitico [23];
[39]; [40]; [41]. Los andamios de hidrogel basados en colageno han demostrado ser
valiosos en diversas aplicaciones biomédicas, como sustitutos de la cérnea, cicatrizacion
de heridas, ingenieria de tejido 6seo y la bio-impresion 3D de estructuras [23]; [35]; [42];
[43]; [44].

El colageno tipo |, que pertenece a la subfamilia de colagenos formadores de
fibrillas y se caracteriza por sus tres hélices alfa [23]; [45]; [46]. A pesar de la favorable
biocompatibilidad del coldgeno, su aplicacion en la bio-impresion 3D directa enfrenta
desafios, como la limitada estabilidad mecanica, especialmente al combinarse con
células o esferoides tisulares, y una gelificacion lenta a temperaturas fisiolégicas [23];
[43].

Gelatina:

La gelatina es una proteina soluble en agua obtenida por hidrolisis parcial de
colageno de animales como el ganado vacuno y cerdos. Puede ser de tipo A o B, segln
el proceso de hidrdlisis acida o basica utilizado. La gelatina tiene la capacidad de formar
geles a bajas temperaturas, pero su punto de fusién “30°C a 35°C” limita su uso a
temperaturas fisioldgicas o superiores [23]. Para superar esta limitacion, se requieren
modificaciones quimicas, otros polimeros o proteinas en aplicaciones 3D [23]; [47].

Los hidrogeles de gelatina se utilizan en la regeneracién de tejido nervioso[23];
[48], reconstruccién de tejidos blandos [23]; [49], reparacién désea [23]; [50] y bio-
impresidn 3D con células incorporadas [23]. A pesar de su biocompatibilidad y capacidad
degradante, la baja capacidad de impresion de la gelatina limita su uso, para abordado
este problema se emplean agentes de reticulacién y mezclas con otros componentes
[23]; [51]. La metacrilacion de la gelatina es comun para crear biopolimeros derivados
de la matriz extracelular, permitiendo su entrecruzamiento quimico [23]; [52]; [53].

En resumen, la gelatina es un material valioso en aplicaciones biomédicas, pero
su capacidad de impresion limitada se ha mejorado mediante modificaciones y mezclas.
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Fibrina:

La fibrina, una proteina fibrosa, desempefia un papel en la coagulacién
sanguinea. Se forma a partir de mondmeros de fibrinégeno que se polimerizan de
manera espontdnea cuando interactdan con la trombina, y se entrecruzan mediante la
actividad de la transglutaminasa del factor de coagulacién XIlI-A [23]; [54]. Desempeiia
un papel crucial en la cicatrizacion de heridas y se ha utilizado en aplicaciones médicas
como agentes hemostaticos y adhesivos quirdrgicos [23]; [55]. Los hidrogeles de fibrina
se utilizan en la ingenieria de tejidos y han demostrado ser efectivos en la regeneracién
de tejido éseo y nervioso [23]; [56]; [57]; [58].

La fibrina también se utiliza en la bio-impresién 3D debido a su elasticidad y
capacidad para facilitar la interaccién celular [23]; [45]. Se ha empleado en la creacién
de tejido cardiaco funcional y sustitutos de piel [23]; [59]; [60]. Sin embargo, tiene
limitaciones en cuanto a sus propiedades mecdnicas y viscosidad [23]; [61]. Ademas, la
alta viscosidad de la fibrina en su forma pre-polimero puede dificultar la extrusién
precisa de la tinta y la preservacién de la fidelidad de la forma [23]; [61].

Para superar estos desafios, se han explorado estrategias como combinar fibrina
con otros materiales como gelatina [23]; [62] o GelMA para mejorar la imprimibilidad y
la estabilidad de las bio-tintas. Estas combinaciones han demostrado producir
construcciones celulares mas sdlidas y estables, lo que las hace prometedoras en
aplicaciones de bio-impresion 3D [23]; [63].

Seda:

La seda, una proteina fibrosa insoluble, producida por arafas y gusanos de seda
[23]; [64], tiene propiedades unicas debido a su estructura quimica con regiones
hidrofilicas e hidrofdbicas alternas. Esto le permite formar diversas estructuras, como
fibras y geles, con propiedades mecanicas favorables. Estas presentan una combinacién
de resistencia, elasticidad y propiedades hipoalergénicas favorables [23]; [64].

Estos hidrogeles se han utilizado en la bioingenieria de tejidos [23]; [65]; [66]
cicatrizacion de heridas [67], regeneracion ésea [68] y cartilago, liberacidn controlada
de farmacos [69] y bio-impresion 3D con células [70]; [71]; [72]; [73]; [74]. Una bio-tinta
a base de seda, fibroina y gelatina ha demostrado ser eficaz en la impresién de un
andamio de menisco 3D [23], lo que sugiere su potencial en la creacién de estructuras
complejas de tejido con células, sin afectar negativamente su funcionalidad.

2.5. Regeneracién de tejidos usando condrocitos.

La condrogénesis es el proceso mediante el cual se forma el cartilago a partir de
células madre mesenquimales. Los condrocitos, células especializadas en cartilago,
tienen una alta diferenciacién y una capacidad limitada de proliferacién. Su nutricion se
basa en la difusién de nutrientes desde el liquido sinovial [1]; [2].
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El condrdn, que consta de la matriz extracelular (MEC) pericelular, la matriz
extracelular territorial y un condrocito, es la unidad funcional y estructural del cartilago.
Estas matrices cumplen funciones metabdlicas y brindan proteccion celular contra
deformaciones [1]; [2].

Es importante destacar que la morfologia y funcién de los condrocitos varian
segun la capa en la que se ubiquen. A pesar de su limitada capacidad regenerativa, los
condrocitos desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de la matriz [1];

[2].

De acuerdo con los objetivos de este TFM, es relevante destacar las diversas
técnicas actualmente disponibles para la regeneracién de tejidos osteocondral. Estas
técnicas incluyen:

Las microfracturas implican la perforacién de la Iamina calcificada del hueso con
el propdsito de estimular la formacién de fibrocartilago, principalmente compuesto por
coldgeno tipo I. Este proceso involucra la interaccion de células madre mesenquimales
presentes en la médula ésea junto con factores de crecimiento. Sin embargo, es
importante sefalar que el fibrocartilago resultante no posee las mismas caracteristicas
que el cartilago articular, que se compone principalmente de coldgeno tipo Il [1]; [2].

La mosaicoplastia es un procedimiento que implica la extraccién de uno o varios
injertos osteocondrales de una regién de tejido sano para su posterior colocacién en la
zona afectada. Estos injertos se pueden dividir en dos categorias segun su origen. Los
injertos autélogos se obtienen del mismo individuo que presenta el problema en el
cartilago, lo que tiene ventajas como la biocompatibilidad y una recuperacidon mas
rapida. Sin embargo, su disponibilidad es limitada y la extraccidén puede causar molestias.
Por otro lado, los injertos alogénicos provienen de donantes humanos y, aunque ofrecen
ciertas facilidades en cuanto a obtencién, presentan riesgos de transmisién de
enfermedades al receptor. A pesar de esto, esta técnica permite la implantacion de
cartilago hialino en la zona afectada, aunque es posible que el espacio dejado por estos
injertos sea ocupado por fibrocartilago [1]; [2].

El desbridamiento artroscépico implica un lavado de la region dafiada seguido de
la eliminacion de las partes deformadas o afectadas como resultado de la lesidon. Si bien
no es adecuado para lesiones extensas, este tratamiento estimula la formacién de
fibrocartilago [1]; [2].

La artroplastia por abrasidon se basa en la creacién de una superficie rugosa para
estimular la coagulacidon sanguinea en la zona de interés. Sin embargo, este
procedimiento no involucra el hueso subcondral, lo que significa que no hay interaccion
con las células madre mesenquimales de la médula dsea en la lesién. Como resultado,
este tratamiento favorece la formacion de fibrocartilago [1]; [2].

La condroplastia se vale de la tecnologia laser o de radiofrecuencia para eliminar
las areas dafiadas por la lesidn. Sin embargo, una desventaja significativa es que estas
fuentes de energia pueden daiar los condrocitos. Ademads, este enfoque tiende a
generar fibrocartilago en la zona lesionada [1]; [2].

Jhon Stivens Galarza Garcia 11



Introduccién

El trasplante autdélogo de condrocitos (ACl) se basa en la extraccién de
condrocitos del propio individuo, preferentemente de regiones menos sometidas a
esfuerzo mecanico. Estos condrocitos se cultivan en el laboratorio para aumentar su
cantidad y luego se implantan en el paciente. Este enfoque tiene ventajas como una baja
respuesta inmunoldgica y un bajo riesgo de enfermedades transmitidas. Sin embargo,
presenta limitaciones, como el tiempo necesario para obtener suficientes condrocitos,
problemas de desdiferenciacién, la invasividad del procedimiento de recoleccién y la
implantacion en la zona afectada [1]; [2].

La cirugia de protesis articular total, conocida como artroplastia total, es
considerada como la ultima alternativa terapéutica. Implica la implantacién de una
proétesis en la articulacién dafada como medida de ultimo recurso [1]; [2].

2.6. Polimeros recombinantes tipo elastina ELR’s.

Los seres vivos estan compuestos por una amplia variedad de moléculas, algunas
de las cuales son muy complejas desde el punto de vista estructural, mientras que otras
son mas simples. Estas moléculas, conocidas como biomoléculas orgdnicas, se agrupan
en cuatro categorias principales: hidratos de carbono, acidos nucleicos, aminoacidos y
lipidos. Cada una de estas biomoléculas cumple una serie de funciones esenciales en los
organismos. Estas funciones incluyen [75]; [76]:

Funcion Estructural: Algunas biomoléculas, como las proteinas y los lipidos,
desempeiian un papel crucial en la formacién de estructuras celulares. Por ejemplo, las
proteinas son componentes clave de las membranas celulares y los lipidos forman la
bicapa lipidica que rodea a las células [75]; [76].

Funcion Metabolica: Las biomoléculas participan en numerosas reacciones
guimicas que ocurren dentro de las células. Los hidratos de carbono y los lipidos, por
ejemplo, son fuentes de energia importantes para el metabolismo celular [75]; [76].

Funcion Reguladora: Los acidos nucleicos, como el ADN y el ARN, almacenan y
transmiten informacidn genética que regula la sintesis de proteinas y otros procesos
celulares. Las proteinas también actuan como enzimas, que son reguladores clave de las
reacciones quimicas en el cuerpo [75]; [76].

Funcion de Almacenamiento de Informacidn: Los acidos nucleicos, en particular
el ADN, almacenan la informacién genética que se hereda de una generacidn a otra y
gue determina las caracteristicas de un organismo [75]; [76].

En conjunto, estas biomoléculas trabajan en conjunto para mantener la
estructura y la funcién de los seres vivos, permitiendo que los organismos crezcan, se
desarrollen y respondan a su entorno de manera coordinada y eficiente [75]; [76].

Las proteinas son cadenas de aminodcidos que se encuentran unidos mediante
enlaces peptidicos. En la naturaleza, existen un total de 20 aminodcidos Tabla 15. Esto
significa que las proteinas pueden tener secuencias Unicas, ya que estan formadas por
diferentes combinaciones de estos aminoacidos.
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No es solo el tipo de aminoacido en una proteina lo que importa, sino también
su posicion especifica en la cadena y la longitud total de la misma. Esto se debe a que las
interacciones entre los aminodcidos, que pueden ser atractivas o repulsivas, influiran en
la forma tridimensional que adoptara la proteina. Esta forma tridimensional, a su vez,
determinara la funcidén que la proteina llevard a cabo en el organismo.

En resumen, las proteinas son moléculas sumamente diversas y versatiles debido
a las variaciones en los tipos, las secuencias y las configuraciones espaciales de los
aminodcidos que las componen. Estas variaciones estructurales son esenciales para la
amplia gama de funciones que las proteinas desempefian en los organismos vivos [77].

La elastina es una proteina fundamental en la matriz extracelular de los tejidos,
y su funcidn principal es proporcionar elasticidad a estos tejidos. La secuencia
aminoacidica de la elastina se caracteriza por la repeticién frecuente del dominio VPGXG,
donde X representa cualquier aminoacido excepto la prolina (P/Pro). Esta secuencia se
puede representar de manera mas detallada como Valina (Val), Prolina (Pro), Glicina
(Gly), seguido nuevamente de otro aminodcido cualquiera y finalmente otra Glicina [78].

La elastina desempefa un papel crucial en la estructura de los tejidos, ya que su
elasticidad y capacidad de recuperacion le permiten adaptarse a una variedad de tejidos
en el cuerpo. Ademas, la elastina puede formar enlaces cruzados, creando una red que
interactla con otras proteinas presentes en la matriz extracelular, asi como con
proteinas celulares. Esta interaccion contribuye a la funcidon y estabilidad de los tejidos
en el organismo [78].

Los recombinameros similares a la elastina (ELR) son una familia de polipéptidos
gue han sido genéticamente modificados y que se basan en la secuencia de elastina
VPGXG, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. Estas secuencias de
ELR pueden ser ajustadas de manera significativa a través de la introduccién de
funcionalidades especificas mediante métodos de recombinacién de ADN. Los polimeros
gue resultan de este proceso conservan propiedades similares a las de la elastina natural.
Entre estas propiedades se encuentran la capacidad de autoensamblaje y el
comportamiento termosensible. Estos polimeros experimentan una transicién de fase
reversible a nivel molecular por encima de una temperatura de transicién caracteristica
(Tt) [79].

La sintesis de los genes poliméricos ELR puede lograrse mediante métodos
iterativos-recursivos que aseguran una alta precisién en la obtencion de la secuencia
polimérica deseada a través de ligaciones unidireccionales controladas [79]; [80]. De esta
manera, es posible disefiar ELR con secuencias de aminoacidos especificas para obtener
las propiedades fisicas deseadas. Esta ingenieria se puede lograr mediante tecnologia de
ADN y permitir la produccidn a gran escala utilizando cepas de Escherichia coli [79]; [81].
La tecnologia de ADN recombinante permite un disefio preciso de la estructura de los
ELR, lo que incluye ajustar su temperatura de transiciéon (Tt) final. Esto presenta
beneficios adicionales al permitir métodos simples de purificacién basados en ciclos de
temperatura por encimay por debajo de la Tt [79]; [82].
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El disefio de los ELR juega un papel crucial en su aplicacion final, ya que distintas
bioactividades y funcionalidades quimicas especificas pueden ser incorporadas en
ubicaciones precisas a lo largo de su estructura. Esto permite ajustar propiedades
particulares, como la biocompatibilidad y las propiedades mecanicas [79]; [83].

En entornos acuosos, los recombinameros similares a la elastina siguen un
proceso de autoensamblaje que se rige por interacciones electrostaticas. Esto llevaa una
plegadura hidrofdbica y a la pérdida de las estructuras de clatrato de agua que
mantienen disuelto al polipéptido a temperaturas bajas. En este nuevo estado, las
cadenas poliméricas adoptan una disposicién en forma de espiral B. La temperatura que
define esta transicion, conocida como temperatura de transicion (Tt), depende
principalmente de la secuencia de aminoacidos y la masa molecular del ELR [79]; [84].

La presencia de residuos polares en la posicion X del pentamero mencionado
previamente aumenta la hidrofilicidad en general y eleva la Tt, mientras que mayores
pesos moleculares tienen el efecto contrario, disminuyendo considerablemente la Tt
[79]; [84].

Los recombindmeros tipo elastina (ELR) ofrecen una solucién valiosa en la
regeneracion de tejidos dafiados, al formar parte de una matriz extracelular artificial
[79]; [85]. Esta familia de polipéptidos tiene el potencial de brindar un soporte
estructural a las células circundantes, fomentando un crecimiento celular natural y
adecuado que facilite la completa integracidn del andamio en el tejido circundante. Es
fundamental lograr una integracion tridimensional efectiva en el trasplante de células,
ya que actla como sustituto de la matriz extracelular natural. En este contexto, los ELR
personalizados, con dominios bioactivos apropiados en su estructura, se perfilan como
candidatos ideales para desarrollar hidrogeles inspirados en la naturaleza, capaces de
replicar el entorno natural. Esto proporcionaria un entorno propicio para que las células
desarrollen sus funciones normales y contribuyan a la recuperacién del tejido dafiado
[79]; [86].

2.7. Bio-tinta.

Las técnicas de bio-impresidén 3D han demostrado una versatilidad excepcional
en la creacion de tejidos artificiales que se asemejan cada vez mas a los tejidos naturales.
Sin embargo, persisten desafios en la busqueda de bio-tintas novedosas que aborden la
totalidad de los parametros complejos requeridos por esta técnica. En un esfuerzo por
materializar avances significativos, se ha introducido un nuevo material inteligente
basado en recombindmeros similares a elastina (ELR), cuya secuencia molecular ha sido
programada de manera especifica para desencadenar un proceso de gelificacién en tres
etapas secuenciales. Esto confiere al material propiedades de impresién altamente
mejoradas, marcando un importante avance en la capacidad de la bio-impresiéon 3D para
producir estructuras de tejidos precisas y funcionalmente relevantes [87].

La propiedad de respuesta al calor de los ELR se emplea de manera efectiva para
depositar fibras de manera precisa en una plataforma mantenida a una temperatura de
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37 °C esta temperatura se encuentra dentro del rango de las temperaturas fisioldgicas lo
cual es ideal para su aplicacién en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos. La
naturaleza recombinante de estos materiales asegura una consistencia entre lotes y su
adaptabilidad a un tejido especifico deseado mediante la insercidn de secuencias de
aminodcidos bioactivas en su estructura molecular. Este enfoque permite una
personalizacién precisa y la incorporacién de caracteristicas especificas para dirigir la
interaccidn con el tejido objetivo [87].

La biocompatibilidad inherente de los ELR posibilita la impresién de células
encapsuladas, al mismo tiempo que actlia como un entorno protector durante todo el
proceso de impresion [87].

Seleccionar la bio-tinta adecuada es un aspecto crucial para lograr una
produccién exitosa de estructuras de tejido impresas que se asemejen a los tejidos
naturales. No obstante, las demandas rigurosas de la técnica de impresion 3D en
términos de su capacidad para ser impresa [88], sus aspectos bioldgicos [89], asi como
sus propiedades mecanicas y estructurales [90], imponen restricciones en las bio-tintas
actuales. Estas limitaciones pueden limitar las posibles aplicaciones de esta técnica [91].

Las limitaciones principales en los materiales de origen natural desarrollados
como bio-tintas, como el alginato, la gelatina, el colageno, los péptidos RGD, la fibroina
de seda o la fibrina, se encuentran en sus propiedades estructurales y mecanicas, a pesar
de que generalmente ofrecen un entorno similar al de la matriz extracelular [92]. En
contraste, los materiales sintéticos como el poli (dcido lactico co-glicélico) (PLGA) [93],
el acido plurénico [94]; [95], el poli(etilenglicol) (PEG), el poli(acido L-lactico) (PLA) y la
poli(e-caprolactona) (PCL) ofrecen una mejor capacidad de impresion, pero no pueden
proporcionar un entorno propicio para la proliferacién celular [87].

Los recombinameros similares a elastina (ELR) son polipéptidos cuya estructura
de aminoacidos se inspira en la disposicidn de los dominios altamente repetitivos y bien
conservados de la tropoelastina de los mamiferos [3]; [79]; [96]. El pentapéptido
hidrofébico VPGXG es una de las secuencias repetitivas mas conocidas en la familia ELR,
donde X se puede seleccionar para modular las propiedades finales del polimero [3];
[79]; [96].

La produccion de ELR se realiza mediante tecnologias de ADN recombinante, lo
gue permite disefar secuencias especificas para que muestren propiedades deseadas
para una aplicacion particular, con un control extremadamente preciso sobre la
composicion de aminoacidos.

Los ELR, al estar inspirados en la secuencia de la elastina, adquieren muchas de
sus propiedades interesantes, lo que los convierte en candidatos Utiles para aplicaciones
biomédicas [3]; [79]; [96], destacandose por su excelente biocompatibilidad [3]; [79],
biodegradabilidad y propiedades mecanicas ajustables. Para las aplicaciones de bio-
impresiéon 3D, su comportamiento inteligente de termorespuesta, definido por la
Transicién Inversa con la Temperatura (ITT), es especialmente relevante. En soluciones
acuosas y por debajo de la temperatura de transicion (Tt) del recombinamero, las
cadenas poliméricas permanecen solubles en una estructura aleatoria debido a la
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hidratacién hidrofébica. Si la temperatura se eleva por encima de la Tt del polimero,
ocurre un plegamiento hidréofobo [3]; [79]; [96], lo que resulta en la formacién de un
hidrogel cuando la concentracién es alta. Esta transicién de fase reversible se puede
aprovechar para depositar ELR en matrices arquitecténicas 3D.

Teniendo en cuenta las ventajas de los ELR’s dentro del grupo de investigacion
Bioforge se desarrollé un hidrogel ELR bio-imprimible que permite la creacién de
andamios impresos avanzados con estabilidad estructural a lo largo del tiempo. Esto se
logré mediante una compleja transicién sol-gel del ELR, dividida en tres etapas de
gelificacidn consecutivas, cada una con un propdsito especifico:

Gelificacion Rapida Primaria: Se indujo una gelificacion rapida primaria basada
en interacciones hidrofébicas para obtener una respuesta rapida. Esto se logré mediante
la ingenieria de la columna vertebral del ELR utilizando un hidrogel que contiene un
recombinamero tetrabloque anfifilico previamente informado, conocido como El [3];
[96]. Esta etapa asegurd una respuesta rapida durante la impresion.

Segunda Estabilizacion: Se introdujo una segunda etapa de estabilizaciéon que
proporciond estabilidad estructural durante la impresién. Esto se logré incorporando un
dominio de cremallera de leucina tomado del dominio de dimerizacion del factor de
leucemia hepatica (HLF) [3]; [96]. Este dominio de cremallera de leucina (Z) se seleccioné
debido a su capacidad para formar estructuras anfifilicas a-helicoidales que se asocian
en un modelo de espiral. Esto evité que las cadenas se deslizaran durante la impresién.

Tercera Estabilizacion Programada: Se programd una tercera etapa de
estabilizacidon para consolidar progresivamente las estructuras impresas. Esto se logré
mediante la inclusiéon de una secuencia similar a la seda en combinaciéon con el
tetrabloque El, combinando propiedades de elastina y seda [3]; [79]; [96]. Se utilizd un
péptido de fibroina de Bombyx mori (GAGAGS)5 de consenso, que tiene una tendencia
a asociarse a través de laminas beta, lo que resulté en un endurecimiento de la
estructura con el tiempo.

Bloque Bioactivo Terminal: Finalmente, se agregé un bloque bioactivo terminal
([VPGIG])5-AVTGRGDSPASS)6) que contenia el conocido tripéptido RGD de adhesién
celular dependiente de integrina en el extremo C de la cadena polipeptidica final. Esto
mejord las interacciones célula-recombinamero, abordando las desventajas de las tintas
sintéticas en términos de adhesién y proliferacion celular [3]; [79]; [96].

A continuacidn, en la Figura 3 se puede observar un esquema de la contribucidon a
la gelificacidn de toda la molécula, proporcionada por cada bloque peptidico:
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Temperature-induced self-assembling process of the ZS-EI-ELR

T<Tt

Disordered state
into random coil

gelation mechanism F 4 P

T>Tt 1 rfr

=

Re-organization of the elastin blocks,
leading to a-helix structures

Interaction of the silk domains to

into coiled coil motifs induce B-sheet secondary structures

Provides structural integrity throughout
the printing process, preventing the
scaffold from collapsing

’ Dimerization of the a-helix domains

Figura 3: Esquema grdfico de los bloques peptidicos que constituyen la novedosa tinta ELR disefiada y su
ensamblaje molecular de bloques que conduce a la estabilizacion.

Bio-tinta Aminodcidos

ZS-EI-ELR {[VGGGGGKENQIAIRASFLEKENSALRQEVADLRKELGKCKNILAKYEAGGGGG]
(I(VPGVG)2 - (VPGEG) - (VPGVG)2]10[VGIPG]e0)-[V(GAGAGS)5G]2}2-
([VPGIG]sAVTGRGDSPASS)sV
Tabla 1: Secuencia aminoacidica del pentapéptido ZS-EI-ELR.

El proceso de gelificacidon secuencial del hidrogel mencionado anteriormente
permitio la creacion de una tinta que puede ser extruida con facilidad, lo que elimina la
necesidad de utilizar algun agente de reticulaciéon externo. Esto significa que la tinta es
altamente imprimible, simplifica el proceso de impresion 3D y mejorando su eficiencia.
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3.  MATERIALES Y METODOS.

3.1. Materiales.
3.1.1. Reactivos.

En la seccion experimental de este estudio, es importante destacar que todos los
reactivos utilizados fueron adquiridos de fuentes comerciales conocidas por ofrecer
productos de calidad, especificamente reactivos de calidad sintesis o analitica.

Reactivos Abreviacion Marca

Acrilamida / Bis-acrilamida Sigma Aldrich

Ampicilina Apolo Cientifico

Hyclone™ Suero fetal bovino FBS Ciencias bioldgicas de GE Healthcare

Penicilina-Estreptomicina Lonza, Westburg, Leusden, NL

Solucion salina tamponada con PBS Gibco

fosfato

Tripsina Sigma Aldrich

Agua ultrapura (agua tipo I) MQ Milipore

Azul tripan Sigma Aldrich

Tris(hidroximetilJaminometano Tris Sigma Aldrich

Dodecilsulfato de sodio SDS Sigma Aldrich

Tetrametiletilendiamina TEMED Sigma Aldrich

D(+) Glucosa Merck

Antiespumante 204 Sigma Aldrich

Glicerol Sigma Aldrich

Acido ascorbico Sigma Aldrich

Tabla 2: Reactivos.
Reactivos Abreviacion Descripcion Marca
Calceina AM Componente A Dos viales de 40 pL cada uno,
4mM en DMSO anhidro Invitrogen by Thermo

Homodimero-1 A Componente B Dos viales de 200 uL cada uno, Fisher Scientific

2mM de DMSO/H20 1:4 (v/v).

Tabla 3: Kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead para células de mamiferos.

de etidio

Medios de cultivos

A continuacién, se enumeran los medios de cultivo utilizados para el crecimiento
y transformacidn de bacterias:

e Medio de cultivo Luria-Broth (LB) de Conda-Pronadisa. Se prepard
reconstituyendo 20 gramos del medio en polvo en un litro de agua destilada, y
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luego se esterilizd en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Antes de su uso, se
le agregd un 1% (p/v) de glucosa estéril y ampicilina a una concentracion de 100
pg/mL (o kanamicina a una concentracion de 30 pg/mL cuando fue necesario).

e El medio Terrific Broth (TB) de Formedium se prepard reconstituyendo 55.85
gramos del medio en polvo en agua destilada por cada litro. Luego, se
suplemento con 100 pug/mL de un agente antiespumante de SIGMA-ALDRICH, 8
mL/L de glicerol de Fisher Scientific y 100 pg/mL de ampicilina (o kanamicina en
su lugar a una concentracion de 30 pg/mL cuando fue necesario).

e Elmedio LB-Agar para placas de cultivo se prepard utilizando medio LB de Conda-
Pronadisa a una concentracién de 25 g/L y agar Bacto™ de BD/Difco a una
concentraciéon de 15 g/L. Estos componentes se reconstituyeron en agua
destilada y se esterilizaron mediante autoclave. Antes de verter el medio en las
placas Petri, se afiadid glucosa estéril al 1% (p/v) y ampicilina a una
concentraciéon de 100 ug/mL para asegurar la esterilidad del medio.

e Medio SOC I (Sigma Aldrich).

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los condrocitos fue:

e DMEM (Modificacién de Eagle del Medio Dulbecco) con alto contenido de
glucosa, al que se le afiadié penicilina y estreptomicina al 1% (v/v) de Lonza,
Westburg, Leusden, NL. Ademads, se suplementdé con un 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS, Corning) y 50 pug/ml de acido ascérbico de Sigma-Aldrich.

3.1.2. Bio-impresora y otros equipos.
Bio-impresora 3D REGEMAT

Se empled una impresora 3D de bio-impresién de la marca REGEMAT 3D para la
fabricacion de andamios tridimensionales. Esta bio-impresora se caracteriza por su
sistema de tornillos sin fin que permite mover un cabezal de impresidon en tres
direcciones espaciales (X, Y, Z), y su capacidad para extruir material mediante un émbolo
en el cabezal de impresion “jeringa”, lo que garantiza un control preciso en la deposicién
del material [3].

Es fundamental considerar la Temperatura de Transicion (Tt) especifica que rige
el autoensamblaje de los recombindmeros similares a la elastina (ELR) para una correcta
extrusion. Los ELR deben mantenerse a una temperatura baja dentro del depdsito, pero
al depositarse en el sustrato, deben experimentar un calentamiento controlado. Esto se
debe a que el aumento rapido de la viscosidad del ELR a medida que se calienta favorece
su autoensamblaje molecular [3].

Para adaptar la bio-impresora 3D REGEMAT a estas condiciones, se
implementaron varias modificaciones. Se disefid un cabezal de impresién especial con
un canal hueco asistido por computadora y se produjo utilizando una impresora de
estereolitografia. Este nuevo cabezal de impresién se acopld a laimpresora 3D. Ademas,
se incorpord un enfriador de recirculacion con control de temperatura (Isotemp® 4100
R28, Fisher Scientific) al cabezal de impresion. Este enfriador permitié6 mantener la
temperatura del depdsito estable mediante la circulacion de un fluido en el interior del
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cabezal de impresién, todas estas modificaciones fueron hechas con anterioridad al TFM
durante la realizacién de una tesis doctoral en el grupo de investigacion Bioforge por la
Dra. Soraya Salinas [3].

Gracias a este sistema, se pudo cargar la solucién de ELR en una jeringa
desechable y luego colocarla en el cabezal de impresion con enfriamiento para controlar
eficazmente la temperatura del ELR durante el proceso de bio-impresién [3].

Figura 4: Bio-impresora 3D REGEMAT propiedad del grupo de investigacion G.I.R Bioforge.

Componentes Descripcion Comentarios
La bio-impresora REGEMAT 3D cuenta con 3
A Cabezales deimpresion cabezales de impresién donde se pueden las
jeringas compatibles que contenga la bio-tinta
Superficie de
B impresion “Cama
calefactada”
En trabajos previos del grupo G.I.R. Bioforge, se
introdujeron modificaciones esenciales para la
c Encamisado para manipulacion de los ELR's. Entre estas, se
refrigeracion implementd un sistema de enfriamiento
mediante un disefio propio de encamisado en la
jeringa [3].
D Botén de parada de
emergencia.
E Conexiones al sistema La refrigeracion de la jeringa se realiza mediante
de refrigeracion. la circulacién de agua fria provenientes de chiller.
Tabla 4: Componentes de la bio-impresora REGEMAT 3D.
Instrumental Equipo Marca
Electroforesis Cubeta de electroforesis

Resonancia magnética nuclear

RMN 400

Agilent Technologies

IIRMNII
Espectrometria infrarroja | Espectrofotémetro FT-IR Tensor Bruker
“FTIR” 27
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Espectrometria de  masas | Espectrometro de masas Bruker Bruker
MALDI-TOF Autoflex
Centrifugas Centrifuga frio beCKMAN
Centrifuga caliente Sigma sK10
Disruptor GEA Disruptor celular GEA
Autoclave Reypa
Bio-reactor
Campanas de flujo laminar Crumair
Incubadora Fisher
Jeringa para Bio-impresion Jeringa “BD de 3ml| Regemat”
Puntas conicas Smooth Flow Puntas de plastico disefiadas para Fisnar
dispensar materiales de
viscosidad media a alta.
Termo bloque Heidorlph
Baifio maria Grant jbal2

Tabla 5: Equipos e insumos requeridos.

3.1.3. Bioldgicos.

Cepas Bacterianas

Las cepas de Escherichia coli empleadas en este Trabajo de Fin de Master poseen

los siguientes genotipos:

XL1-Blue Strain (Agilent Technologies): recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relA1 lac [F" proAB laclqg ZAM15 Tn10 (Tetr)].

BLR (DE3) (Novagen): F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm A (srl-recA) 306::Tn10

(Tetr) (DE3).

Condrocitos

Los condrocitos utilizados en este Trabajo de Fin de Master fueron
proporcionados por la empresa "CITOSPIN" y se obtuvieron de las rodillas de conejos
machos blancos de Nueva Zelanda.

3.2. Métodos.

3.2.1. Producciény purificacién de los ELR’s.
La bioproduccion de los polimeros tipo elastina consta de varias etapas, las cuales

se mencionan continuacion.

Cultivo

En la produccién de recombinameros ELR's, se comienza con el cultivo de cepas

genéticamente modificadas de Escherichia coli. Estas cepas se disefian en el laboratorio
de biologia molecular, creando un gen sintético para la proteina deseada. Luego, se
construye un gen multibloque y se inserta en un vector de expresidon plasmidico. Estas
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cepas se conservan en glicerol a -80°C. Para el cultivo, se siembran en un medio con
antibiotico y glucosa, incubandolas durante 20 horas a 37°C en una campana de flujo
laminar. El uso del antibiético garantiza el crecimiento de la poblacién de interés.

Screening de placa

Una vez que las cepas han crecido en la placa de cultivo, se eligen ocho colonias
individuales y se transfieren a un tubo Falcon con 5mI TB y 5 ul de ampicilina. Luego, se
incuban durante 20 horas a 37°C. Después se seleccionan las colonias mas eficientes para
la produccién del polimero, previamente marcadas en la placa Petri para su
identificacion posterior.

Seleccion de colonia

Se realiza una electroforesis a las ocho colonias inoculadas durante el screening
para seleccionar las dos colonias mds productivas y eficientes. La eleccidn se basa en la
ausencia de degradacién o contaminantes en las bandas de electroforesis. Las colonias
con bandas difuminadas se descartan debido a problemas en la expresion génica o
proteica. Estas dos colonias seleccionadas se utilizaran para la produccién del polimero
en el biorreactor.

Para llevar a cabo la electroforesis, se toma 1 ml de cada una de las ocho colonias
incubadas durante el screening y se depositan en tubos Eppendorf. Luego, se separa la
Escherichia coli del medio de cultivo mediante una centrifugacién a 13400 rpm durante
45 segundos a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarta y las células de
Escherichia coli se resuspenden en 1 ml de agua destilada (MQ) homogeneizandolo,
usando un vértex con la finalidad de eliminar todo el medio de cultivo.

Las ocho muestras se someten a una segunda centrifugacion de 45 segundos a
13400 rpm a temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadante y se agrega 100 ul de
agua destilada (MQ). A continuacion, se preparan ocho tubos Eppendorf adicionales con
5 ul de tampdn de carga y se les agrega 20 ul de muestra de las colonias previamente
preparadas. Estos tubos se hierven durante 5 minutos a 95°C en un termo bloque.
Después de la ebullicidn, se centrifugan durante 45 segundos a 13400 rpm y temperatura
ambiente.

Finalmente, se toman 4 pul de cada muestra utilizando una micropipeta y se
cargan en los pocillos del gel de electroforesis. A partir de estos resultados, se
seleccionan las dos colonias mas productivas y eficientes mencionadas anteriormente.

Preparacion del fermentador

Pre-indculo: Para comenzar, se prepara un medio de cultivo en dos Falcon
estériles. Cada uno contiene 5 ml de medio de cultivo LB, 250 pl de glucosa y 5 pl de
antibidtico. Luego, se toman dos colonias seleccionadas y se colocan en estos medios de
cultivo. Estos se incuban durante toda la noche.

Subcultivo: Observamos ambas muestras incubadas durante el preinéculo y
seleccionamos la que muestra mayor turbidez, indicando mayor proliferacion
bacteriana. Esta se elige para preparar el subcultivo. Usamos Erlenmeyers y agregamos
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30 ml de medio de cultivo LB, 1,5 ml de glucosa, 30 ul de antibiético "ampicilina" y 1 ml
de la muestra del preindculo. Esto se incuba durante 5-6 horas.

Preparacion del indculo para el biorreactor: En un Erlenmeyer, mezclamos 1 litro
de medio de cultivo LB, 50 ml de glucosa y 1 ml de antibidtico "ampicilina". Luego,
dividimos esta mezcla en dos Erlenmeyers. Agregamos 15 ml del subcultivo a cada uno
y los incubamos. Esta division mejora el desarrollo de las cepas bacterianas gracias a una
mejor oxigenacion. Luego, combinamos el contenido de ambos Erlenmeyers y lo
incubamos durante aproximadamente una hora antes de inocularlo en el biorreactor.

Para controlar el crecimiento bacteriano en el fermentador, tomamos dos
muestras de 1 ml cada una en Eppendorfs. Una de estas muestras se utiliza para medir
la absorbancia en un espectrofotémetro UV, lo que nos indica cudndo ha finalizado la
proliferacion bacteriana. En una cubeta de espectrofotometro, afiadimos 1900 ul de
agua destilada y 100 pl de la muestra. Para eliminar la seial de fondo correspondiente
al medio de cultivo, usamos la segunda muestra de 1 ml, la centrifugamos y afiadimos el
sobrenadante en la misma cubeta de espectrofotémetro.

Muestra de control: Para monitorear el progreso de la cepa bacteriana en la
fermentacién, tomamos 1 ml del indculo, que contiene 5 ml de medio de cultivo TBy 5
ul de antibidtico. Medimos su absorbancia en un espectrofotémetro UV, utilizando una
segunda muestra para medir la sefial de fondo.

Fermentacion: La produccidon del biopolimero se realiza en un reactor tipo
tanque agitado de 15 litros. Preparamos 14 litros de medio de cultivo que incluye TB, LB,
antiespumante y glicerol, y lo esterilizamos en un autoclave a 120°C. Luego, calibramos
el reactor para agitacion, temperatura, oxigeno y pH. Agregamos 1 litro de indculo y
antibidtico, luego fermentamos las cepas bacterianas durante aproximadamente 17
horas. Para determinar el final de la proliferacidon bacteriana, medimos la absorbancia
en un espectrofotometro UV. Si la sefnal deja de aumentar, las bacterias han alcanzado
la meseta de crecimiento. Este proceso se basa en la turbidimetria, que permite el
seguimiento en tiempo real del crecimiento de la colonia bacteriana mediante la
medicion de la densidad éptica a una longitud de onda de 600 nm.

Lavado de células: Después de la fermentacién, las bacterias se lavan para
separarlas del medio de cultivo y obtener un precipitado para su purificacién. Esto se
hace mediante una centrifugacion en frio a 4°C, a 3500 rpm durante 15 minutos. Luego,
se descarta el liquido sobrante y el precipitado se resuspende en un tampdn de lavado.
Este proceso se repite una o dos veces hasta que la muestra salga de la centrifuga con
un color claro y se haya eliminado todo el medio de cultivo.

Ruptura de las células en disruptor GEA: La ruptura de las células es esencial
para liberar los recombinameros tipo elastinas que estan dentro de ellas debido a la
expresion génica. Esto se logra mediante métodos mecanicos o fisicos, como el uso de
sonicadores de ultrasonido de alta frecuencia o prensas que aplican presion gradual a
las células. El método se elige segun el volumen a procesar.

Antes de la ruptura celular, el precipitado obtenido durante el lavado de células
se suspende en un tampdn de sonicacidn, cuya cantidad se calcula en funcién de la
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absorbancia. La ruptura se realiza tipicamente con un disruptor GEA, que utiliza alta
presion y turbulencia generada por una rdpida liberacion de la presiéon para romper las
células. Esta suspensidn se pasa a través del disruptor 5 veces para asegurar que todas
las células se rompan y que los polimeros estén disponibles para su purificacion
posterior.

Purificacion: Para purificar los polimeros ELR, se aprovecha su temperatura de
transicidon, que causa cambios estructurales y separa los polimeros del resto de
componentes. Se realizan ciclos de centrifugacion a bajas temperaturas (4°C, 14000rpm,
90min) y altas temperaturas (30°C, 7000rpm, 20min), seguidos de agitacion a 4°C para
obtener el polimero puro. El precipitado a bajas temperaturas contiene el polimero,
mientras que el precipitado a altas temperaturas contiene restos de células rotas.

Para finalizar se procede a una realizar una didlisis, posterior filtracién vy liofilizacién

3.2.2. Ruptura celular mediante congelacién ultrarrapida usando nitrégeno liquido.

Durante la produccién de biopolimeros, se identificé un paso critico relacionado
con la lisis celular de las bacterias. Se utilizd un equipo de disrupcidn mecanica a nivel
de planta piloto, que era econdmico y viable. Sin embargo, a escala industrial, esto
podria convertirse en un cuello de botella importante para la produccién a gran escala
de los biopolimeros.

Se realizaron varios ciclos de congelacidén y descongelacidn utilizando muestras
que representaban el 10% de la produccion habitual, considerando el 90% restante como
equivalente al 100% para los cdlculos de referencia. Estos ciclos tenian como objetivo
asegurar la ruptura de las membranas celulares de todas las bacterias. Inicialmente, se
realizaron hasta 5 ciclos de congelacion y descongelacidn. Para verificar si las bacterias
liberaban el biopolimero, se realizaron electroforesis de poliacrilamida, seguida de la
purificacidn y extraccién de los biopolimeros para el control del proceso.

El proceso de lisis celular de las bacterias mediante nitrégeno se llevd a cabo de
la siguiente manera Tabla 16:

.  Obtencion de la muestra: Se tomod una alicuota del fermentador, se inactivaron
las proteasas (en el caso de He5), y se centrifugd para eliminar el tampdn de
sonicacioén.

II.  Dilucion de la muestra: Se diluyeron las muestras para obtener un volumen
especifico.

lll.  Hinchado de la muestra: Las muestras se almacenaron durante diferentes
periodos de tiempo Tabla 18, con agitacidén continua en algunas.

IV.  Congelacion de la muestra: Después del hinchado, las muestras se congelaron en
nitrogeno y se descongelaron en un bafio a 30°C, con un numero variable de
ciclos de congelacién segin las muestras Tabla 19.

V.  Proceso de purificacion: Las muestras se sometieron al proceso estandar de
purificacidn, didlisis y liofilizacién segun el tipo de polimero.

Se recolectaron alicuotas en varios momentos para realizar electroforesis y
verificar la eficacia del proceso de lisis celular.
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Prueba de Hinchado y osmosis

La electroforesis de las purificaciones mostrd que el polimero estaba presente en
las muestras antes de la congelacion con nitrégeno liquido, lo que sugiere que parte de
las bacterias se rompe durante el proceso de hinchado, posiblemente debido a la
dsmosis.

Se realizard un procedimiento similar, pero sin ciclos de congelacion en nitrégeno
liquido, para determinar cudnto polimero se produce durante la ruptura celular por
dsmosis Tabla 19. Comparando los rendimientos en ambos métodos, se calculara el
porcentaje de bacterias que se rompen por 6smosis en comparacion con una ruptura
completa mediante un disruptor, que se considera el 100% de lisis celular.

Para evaluar el rendimiento de la prueba, se deben determinar los pesos del
polimero madre (produccidn total del fermentador) y del polimero hija (muestra para la
prueba) y conocer el volumen de fermentacidon al que pertenecen ambas muestras.
Tomaremos como referencia un volumen de fermentacién de 15 litros, que corresponde
al peso total del precipitado del fermentador.

15 (L)*Peso precipitado dela muetra (g)

Volumen fermentado (L) = — Ecuacion 1
Peso precipitado total (g)
.. m Peso del polimero puro (m .,
Rendimiento (—g) = b puro (mg) Ecuacion 2
L Volumen fermentado (L)
.. Rendimiento muestra "hija”"(mg/L .,
Rendimiento(%) = 2 (mg/b) 100 Ecuacion 3

Rendimento Madre (mg/L)

3.2.3. Caracterizacion de los ELR’s.
Para caracterizar los polimeros producidos se usan diversas técnicas como ser:

Espectrofotometria de transformada de Fourier “FTIR"

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR) se realiz6 en muestras liofilizadas utilizando un espectrémetro
Bruker Tensor 27 (Bruker Corporation) y se analizé utilizando el programa de recopilacion
de datos OPUS. La técnica se utiliza para identificar los grupos funcionales caracteristicos
de la estructura quimica de los ELR's y se basa en una irradiacion infrarroja de la muestra
para observar cuales de las longitudes de onda de la irradiacidon son absorbidas por la
muestra. Cada compuesto tiene un conjunto singular de bandas de absorcién en su es-
pectro infrarrojo. Las bandas especificas que se encuentran en los espectros infrarrojos
de proteinas y polipéptidos incluyen la amida | y la amida Il. Estos ultimos aparecen de-
bido a los enlaces que unen los aminoacidos. La absorcion relacionada con la banda
Amida | conduce a las vibraciones de estiramiento del enlace C=0 en la amida, mientras
que la absorcién asignada a la banda Amida Il conduce principalmente a vibraciones de
flexion del enlace N-H.

La espectroscopia infrarroja permite obtener informacion, mediante el estudio
de las vibraciones moleculares, sobre la presencia de grupos funcionales y determinados
agrupamientos.
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Sobre la muestra incide un haz de radiacion monocromadtica que hace un barrido
de frecuencia entre 600-4000 cm™, produciendo modificaciones en el estado de
vibracién de los enlaces. Asi, los enlaces absorben energia cuando la frecuencia de
radiacion coincide con la suya de vibracién, dando lugar a una banda en el espectro.

Se ha utilizado la técnica FTIR-ATR (Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier de Reflectancia Total Atenuada). La técnica permite que se dé una reflexién
interna total cuando la radiacién infrarroja llega al cristal ATR (transmisor con alto indice
de refraccién) creando asi una onda que mantiene el contacto con el cristal registrando
el espectro infrarrojo. Con la Transformada de Fourier es posible, ademads, convertir el
espectro del dominio del tiempo a un dominio de frecuencia, obteniéndose espectros
mas rdpidos, con menos ruido vy, por ello, mds precisos.

El equipo utilizado es un espectrémetro de Infrarrojo Bruker TENSOR 27.

Espectrometria de masas, desorcion/ionizacion laser asistida por matriz “MALDI-
TOF”

La técnica ionizacién/desorcion por laser asistida por matriz, con analizador de
tiempo de vuelo, se incluy6 en la caracterizacion de los ELR, ya que proporcionaba una
evaluacion fiable del peso molecular del polimero. El analisis fue realizado en el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (Universidad de Valladolid). Se afadid
aproximadamente 1 plL de matriz, acido sinapinico en acetonitrilo al 70% y acido
trifluoroacético al 0,1% a la placa MALDI con 1 pL de muestra disuelta en agua fria (1
mg/mL). La placa se secd al aire y se obtuvo el espectro de masas en un Bruker Autoflex
Speed (MALDI-TOF; Bruker), en modo lineal y con calibracién externa utilizando BSA
mono y especies descargadas para calibrar.

La espectroscopia de masas es una técnica analitica con la capacidad de estudiar
compuestos de diferente naturaleza obteniendo informacién tanto cualitativa como
cuantitativa sobre su masa molecular y estructura.

En el caso de la espectroscopia de masas MALDI-TOF, inicialmente la muestra se
ioniza, ya que no detecta formas neutras y, a continuacidn, los iones se aceleran desde
la fuente de iones hasta el analizador del espectrémetro. En el analizador, los diferentes
iones se separan en funcién de su relacion masa/carga mediante la accién de un campo
eléctrico

Resonancia magnética nuclear de protéon "RMN"

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se basa en las
propiedades magnéticas de los nucleos de los elementos. Con esta técnica se puede
obtener informacién sobre el entorno de estos nucleos dentro de la molécula en la que
se encuentran. Para que esto sea posible es necesario que los nucleos sean
magnéticamente activos, es decir, que tengan un nimero cudntico de espin diferente de
cero, lo que hace que se comporten como pequeios imanes con sus correspondientes
momentos magnéticos. Es lo que sucede en dtomos como 1H, 36C o %F.

De esta forma se aplica un campo magnético sobre la muestra que produce un
desdoblamiento de los niveles de energia del espin nuclear, induciendo transiciones
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entre los diferentes niveles de energia. Para cada nucleo de una molécula el entorno
quimico es diferente, por lo que el campo magnético al que resuena en cada caso, a este
efecto se le denomina apantallamiento. Por lo general, el apantallamiento para cada
protdn de una molécula es diferente, lo que provoca diferentes frecuencias de emision
y como resultado da un espectro donde cada conjunto de nucleos especificos da lugar a
una sefial Unica en el RMN a un desplazamiento quimico diferente. En funcion de los
protones que contribuyen a una misma sefial esta se representa con mayor o menor
intensidad. Esto se representa con una curva superpuesta en las sefales denominada
integral, que es proporcional al nimero de protones presentes en la molécula.

Para caracterizar las muestras de polimero es necesario disolverlas. Para ello se
pesan 5-6 mg de polimero y se disuelven en 0,6 mL de DMSO-ds. A continuacién, la
disolucién se pasa a un tubo de RMN que es el que se introducird en el equipo para
realizar el andlisis. Los disolventes empleados son deuterados, en los que 99% de sus
protones estan sustituidos por deuterio para evitar que den sefiales que interfieran en
el espectro.

El equipo utilizado en todos los RMN hechos ha sido el espectrémetro
automatico Agilent MR 400 del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la UVa. La
representacion del espectro y la integracién de las dreas de las sefiales correspondientes
a los diferentes protones se evalué utilizando el software MestReNova 6.0.2-5475.

Calorimetria diferencial de barrido “DSC”.

La calorimetria diferencial de barrido “DSC” pertenece al grupo de métodos fisico
y fisico-quimicos de analisis térmicos “TA” y es uno de los métodos de TA utilizados para
determinar los cambios de energia “entalpia” en una sustancia de estudio. Estos méto-
dos se basan en la medida de la temperatura “termometria”, y de los flujos de calor
espontaneos o compensadores.

DSC es un método calorimétricamente “puro”. Se basa en calentar o enfriar una
muestra y una referencia a una velocidad preestablecida, manteniendo sus temperatu-
ras iguales y midiendo el flujo de calor compensatorio que mantiene la temperatura de
la muestra dentro de los limites de un programa determinado. Las curvas DSC experi-
mentales muestran el flujo de calor en “mJ*s” o la capacidad calorifica especifica C, “Ig’
L K'Y frente a la temperatura “en experimentos isotérmicos contra el tiempo”.

Una de las caracteristicas generales del DSC es que la muestra y la sustancia de
referencia se calientan con una sola fuente de calor, y la temperatura se mide mediante
transmisores sensibles introducidos en ellas. Lo que se mide es la diferencia AT = Ts —
Tr entre las temperaturas de la muestra Ts y de referencia Tr en funcién de la duracion
del calentamiento o cambio de temperatura. El valor de AT es proporcional al cambio en
la entalpia H, la capacidad calorifica Cy la resistencia térmica total R al flujo del calor.

Electroforesis.

Se realizd una electroforesis en gel de proteina de poliacrilamida en presencia de
SDS (SDS-PAGE) siguiendo el protocolo de Laemmli. Este método permite separar pro-
teinas segln su tamano. Las proteinas se desnaturalizaron y se rompieron los enlaces
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secundarios, lo que permitié que el detergente SDS y el agente reductor B-mercaptoe-
tanol actuaran sobre ellas. La desnaturalizacidén y reduccién se facilitaron mediante la
ebullicién de las muestras durante 5 minutos.

El gel de resolucidn se eligié en funcidn del peso molecular de la proteina a sepa-
rar. Las muestras se cargaron en el gel en un tampdn de corrida y se sometieron a elec-
troforesis bajo una corriente constante de 25 mA. La electroforesis se detuvo cuando el
azul de bromofenol del tampdn alcanzé el final del gel.

Es importante destacar que el andlisis del peso molecular de las proteinas me-
diante esta técnica a menudo muestra un valor aproximadamente un 20% mayor que el
tedricamente previsto.

3.2.4. cultivo celular.

Para llevar a cabo las pruebas de bio-impresién 3D de los andamios, es esencial
contar con células de condrocitos en cantidades que pueden variar desde 1 millén hasta
6 millones, ya que investigaciones previas realizadas por el grupo G.I.R. Bioforge han
utilizado este rango de cantidades. Para obtener las células necesarias, se llevaron a cabo
cambios de medio y levantamiento de células después de haber realizado el cultivo
primario. Los levantamientos se llevaron a cabo cuando la confluencia celular alcanzé
aproximadamente el 80% o 90% Figura 12. Este proceso se llevd a cabo para evitar la
inhibicidn por contacto de las células. La confluencia celular se evalud utilizando un
microscopio 6ptico Leica DFC3000G.

Cambio de medio y manteniendo

Cuando las lineas celulares crecen de manera éptima y ocupan la mayoria de la
superficie del frasco “Flask”, este proceso agota gradualmente los nutrientes disponibles
y conduce a la acumulacion de productos de desecho como células muertas Figura 10.
Para abordar esta situacion y mantener un entorno de cultivo celular saludable, es
necesario realizar cambios de medio cada 48 o 72 horas. Un indicador visual de la
necesidad de cambio de medio es la observacién de que el color del medio se vuelve
gradualmente de naranja a amarillo, lo que refleja el cambio en el pH del medio hacia la
acidificacion. El proceso de cambio de medios se compone de tres pasos simples:
primero, se aspira el medio de cultivo agotado; segundo, se afiade medio de cultivo
fresco; y finalmente, se devuelve el frasco de cultivo a la incubadora para mantener las
condiciones adecuadas de crecimiento celular [97].

Tripsinizacion “Levantamiento de células”

Para despegar “Levantar” las lineas celulares se lleva a cabo un proceso de
suspension celular utilizando tripsina, una enzima proteasa que descompone las
proteinas celulares involucradas en la adhesién celular. El procedimiento se desarrolla
de la siguiente manera [97]:

e Se aspira el medio de cultivo del frasco que previamente ha estado en la incuba-
dora de CO2.

e Serealizaun lavado del frasco por tres veces, utilizando 10 ml a 15 ml de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). Esto contribuye a debilitar la adhesién de
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las células al interior del frasco de cultivo celular, al mismo tiempo que elimina
el suero fetal bovino (FBS) del medio, que contiene inhibidores de tripsina.

e Se afaden al frasco de cultivo 5 a 7 ml de tripsina, en cantidad proporcional al
tamafio del frasco. Luego, se agita de manera horizontal durante 1 minuto para
asegurar que toda la superficie esté cubierta.

e Elfrasco con la linea celular y tripsina se incuba durante 5 minutos a 37°C.

e Pasados los 5 minutos, se observan las células bajo el microscopio. Deben apa-
recer redondeadas y en movimiento, lo que indica que han perdido su capacidad
de adherencia.

e Se diluye la suspension tripsinizada en el mismo frasco de cultivo afiadiendo el
doble de la cantidad de medio de cultivo (DMEM).

e Se realiza una pipeteada de la suspension tres veces: primero, pipeteando hacia
arriba y abajo para asegurar que la suspension se distribuya por toda la superficie
del frasco; luego, se pipetea hacia arriba todo el contenido y se suelta desde una
esquina del frasco para evitar aglomeraciones.

e Luego setraspasatoda lasuspensiéonaun falco de 15 ml, se centrifuga a 1500rpm
durante 5min. Se desecha el sobrenadante y nos quedamos con el precipitado.

e Seresuspende el precipitado celular en DMEM dando toques en la punta del fal-
con.

e El volumen de la suspensién celular que se transfiere al nuevo frasco de cultivo
depende del conteo de células y puede variar de 1 ml a 5 ml. Finalmente, se in-
cuba nuevamente para permitir que las células se adhieran y crezcan.

Los dos pasos finales se llevan a cabo cuando se busca continuar expandiendo las
células para disponer de una mayor cantidad en caso de que sean necesarias.

Este proceso de levantamiento celular garantiza que las células estén en
condiciones dptimas para su uso en experimentos posteriores.

3.2.5. Impresion 3D.

El primer paso en la bio-impresiéon 3D de los andamios “Scaffolds” implicd
familiarizarse con la bio-impresora REGEMAT, lo que incluyd aprender sobre el software
y los parametros de impresién, asi como entender el hardware de la impresora.

Los modelos tridimensionales para imprimir se pueden crear utilizando software
CAD que genere archivos en formato STL. REGEMAT 3D proporciona su propio software
gue permite configurar la bio-impresora y los modelos predefinidos Figura 21 [98].

Antes de imprimir, se deben configurar dos pasos: el andamio (scaffold) y el
relleno (filling). En el tamafio, se ajustan las dimensiones y se puede redimensionar si se
carga un archivo STL. En la configuracién de objetos, se ajustan parametros como el
tamafio de los poros, el numero de perimetros, las capas sélidas y la altura de la capa.
Se puede personalizar el patrén de relleno, afectando la porosidad Figura 22 [98].

La configuracion del proceso de impresion incluye temperatura, capas, perimetro
y velocidad del flujo. El relleno se divide en herramientas y parametros para las capas.
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La velocidad de retraccidn es crucial para evitar hilos no deseados. Este valor se ajusta
manualmente en cada impresidn para garantizar precision y calidad.

Existen algunos parametros que es necesario configurar para cada proceso de
impresién Figura 22. Hay una pestaia especifica para estas acciones en la pantalla de
inicio denominada Tool Configuration. Para cada jeringa utilizada, es obligatorio
establecer “Total pl”, que es la cantidad de material que se recarga en una jeringa. El
“Diametro de la boquilla (mm)” especifica el didmetro de la aguja. La “Temperatura” se
refiere a la temperatura de un cabezal aliente o una jeringa calentada. Indica la
temperatura objetivo para el proceso. Este valor debe ser menor que la “Temperatura
maxima” en “Configuracidn del encabezado” [98].

Una caracteristica crucial de los ELR's y, por lo tanto, de nuestra bio-tinta, es el
proceso de sol-gel inducido por la temperatura de transiciéon “Tt”. Para lograrlo, se debe
calentar la plataforma de impresion de la impresora para aumentar la viscosidad de la
bio-tinta. Esta configuracidn se encuentra en la pestaia “Advance” Figura 24.

La temperatura de trabajo utilizada para la bio-impresién fue de 30°C, que es
mayor que la temperatura de transicion en la que ocurre la gelificacion. Para establecer
esta temperatura de trabajo, se puede ingresar el cddigo del programa de temperatura,
que es “M104S30 H1"” [98].

Para iniciar la impresion, se conecta la bio-impresora al servidor a través de USB,
se presiona “Connect” en la interfaz y se genera el cédigo de impresién haciendo clic en
“Printable model”. La vista previa y ajustes del disefio se pueden hacer en “Printable
viewer”. Cuando esté listo, se inicia la impresion con “Start Print”. Se pueden pausar o
detener durante la impresién con “Pause” o “Emergency Stop”, incluso usando el botén
fisico “Emergency Stop”.

Se realizaron multiples impresiones para optimizar los pardmetros, incluyendo
pruebas con crema Nivea y bio-tinta sin células. Se configuraron con agujas de 0,25 mm
de diametro, una velocidad de 1 mm/s y un flujo de 0,06 mm3/s para lograr la mejor
calidad y control de impresion.

Se crearon andamios con un didmetro de 8 mm y una estructura de poros a 90
grados. Estos se fabricaron con una aguja roma de 0,25 mm de didmetro, con el cabezal
de impresion moviéndose a 1 mm/s y un flujo de material de 0,06 mm3/s. Se
imprimieron varios andamios y se compararon con el ZS-EI-ELR y la crema Nivea como
control.

Parametros criticos para la bio-impresiéon 3D

Para garantizar una impresién exitosa de los andamios disefiados, es fundamental
ajustar varios parametros:

Tamaiio y Porosidad del Andamio (Scaffold): El tamafio del disefio y su porosidad
son criticos. A medida que el disefio aumenta de tamafio, el tiempo de impresion
aumenta debido a la necesidad de mas capas.
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Temperatura de la Bio-Tinta: La bio-tinta debe mantenerse a baja temperatura
para mantener una baja viscosidad. Esto se logra mediante una camisa de enfriamiento
de agua desde un Chiller. La temperatura se establece en 14°C, inferior a la Temperatura
de Transicién (Tt).

Temperatura de la Cama: Se fija en 30°C para garantizar una buena fidelidad de
forma. Debe estar dentro del rango de temperaturas fisioldgicas.

Ajuste de la Distancia Cama-Dispensador: Es crucial configurar la distancia entre
el dispensador cénico y la cama de manera precisa. Debe ser aproximadamente igual al
grosor de una capa tipica de impresion, generalmente entre 0,21 mm vy 0,4 mm.

Retract Speed: Esta velocidad se ajusta segun las necesidades de cada impresién
para evitar deposiciones no deseadas de bio-tinta cuando el dispensador se mueve.

Velocidad de Flujo de la Bio-Tinta: Controlar la velocidad de flujo es
fundamental, ya que afecta directamente a las células presentes en la bio-tinta.

Compresion Celular: Una velocidad de flujo alta puede daiiar las células debido
a la presion ejercida sobre ellas.

Dafio a la Membrana Celular: El flujo rapido puede dafiar las membranas
celulares, liberando componentes celulares internos.

Uniformidad en la Distribucion Celular: La velocidad de flujo debe ser adecuada
para garantizar una distribucién uniforme de las células en la estructura impresa.

En resumen, configurar correctamente estos parametros es esencial para lograr
una bio-impresidn precisa y exitosa, especialmente cuando se trabaja con bio-tintas que
contienen componentes bioldgicos.

Preparacion y caracterizacion de la bio-tinta.

El bio-polimero ZS-EI-ELR utilizado como bio-tinta ha sido producido en el grupo
de investigacion G.I.R Bioforge. La caracterizacidn de esta bio-tinta se lleva a cabo
mediante diversas técnicas instrumentales. Algunas de las mas comunes incluyen la
electroforesis en gel de poliacrilamida, la resonancia magnética nuclear de protén (RMN)
Figura 37, la calorimetria diferencial de barrido (DSC) Figura 39, la espectrometria infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) Figura 35 y la espectrometria de masas mediante la
técnica MALDI-TOF Figura 38.

La preparacién de la bio-tinta implica un proceso previo a la bio-impresion. Este
proceso comienza disolviendo el bio-polimero ZS-EIELR usando DMEM como solvente a
una concentracion de 225 mg/ml. La concentracion especifica de la bio-tinta cargada con
células debe ser de 180 mg/ml la cual se determind previamente en investigaciones
realizadas por el grupo de investigacion G.I.R. Bioforge [3]. Para lograr la solucién de bio-
tinta, la mezcla de bio-polimero y DMEM se mantiene en constante agitacidn utilizando
una noria. Este proceso se lleva a cabo en una cdmara refrigerada a 42C y debe realizarse
al menos 12 horas antes de comenzar la bio-impresién.
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Cuando llega el momento de la impresién, se combina esta solucién de bio-tinta
con las células que se utilizardn. Estas células se encuentran suspendidas en un medio
de cultivo adecuado, en este caso, DMEM con alto contenido en glucosa en un volumen
necesario para alcanzar la concentracién ideal bio-tinta la cual es 180 mg/ml. En el curso
de este Trabajo de Fin de Mdaster, se emplearon condrocitos como células de interés. Es
fundamental subrayar que todo este proceso se lleva a cabo en condiciones de
esterilidad rigurosas, dentro de una cabina de flujo laminar de Clase Il conocida como
"Telstar Bio-1I-A". Ademas, la campana de flujo laminar se somete a esterilizacién
mediante luz ultravioleta y se desinfecta utilizando etanol al 70%.

Una vez que se ha obtenido la bio-tinta cargada con las células, se procede a
transferirla a una jeringa que se acoplara al cabezal de impresion de la bio-impresora, el
cual se mantendra a una temperatura controlada de 14°C.

Asi como el proceso de preparacion de la bio-tinta exige condiciones estériles, la
etapa de bio-impresion debe realizarse igualmente en un entorno estéril. Por esta razon,
la bio-impresora se ubica en el interior de una camara de flujo laminar.

Para simplificar el proceso de transporte de los andamios impresos, estos se
imprimen sobre soportes circulares. Una vez que la bio-impresién de los andamios ha
concluido, estos cubre-objetos se trasladan a una placa de multiples pocillos. Aqui, se
cubren con DMEM vy se incuban a 37°C en una unidad de incubacidn celular. El medio de
cultivo es remplazado por uno nuevo cada 72 horas.

3.2.6. Citotoxicidad y proliferacién celular.

Ensayo viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD® para células de mamiferos

Para evaluar la viabilidad celular de los condrocitos después de la bio-impresion,
se utilizé el kit de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD® para células de mamiferos de
Invitrogen. Este kit permite la visualizacion de las células que estan vivas y las que han
perdido su viabilidad Figura 20.

Las células vivas se distinguen por la presencia de actividad de esterasa
intracelular ubicua, determinada por la conversién enzimatica del calceina AM
permeable a las células, virtualmente no fluorescente, en la calceina intensamente
fluorescente. El tinte polianidnico calceina se retiene bien dentro de las células vivas, lo
gue produce una intensa fluorescencia verde uniforme en las células vivas Figura 16
(excitacion/emision ~495 nm/~515 nm) [99].

El EthD-1 entra en las células con membranas dafiadas y experimenta una mejora
de 40 veces en la fluorescencia al unirse a los acidos nucleicos, produciendo asi una
fluorescencia roja brillante en las células muertas Figura 15 (excitacion/emisién ~495
nm/~635 nm). El EthD-1 es excluido por la membrana plasmatica intacta de las células
vivas. La determinacion de la viabilidad celular depende de estas propiedades fisicas y
bioquimicas de las células. Eventos citotoxicos que no afectan estas propiedades
celulares pueden no evaluarse con precisidon utilizando este método. Los niveles de
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fluorescencia de fondo son inherentemente bajos con esta técnica de ensayo porque los
tintes son virtualmente no fluorescentes antes de interactuar con las células [99].

Se llevaron a cabo pruebas LIVE/DEAD® en los andamios impresos en los dias 1,
5, 7,9, 13 y 41 para evaluar la viabilidad celular en diferentes momentos a lo largo del
estudio.

Protocolo de microscopia de fluorescencia

I.  Antes de llevar a cabo el ensayo de viabilidad celular en los andamios impresos,
se realizdé un procedimiento de lavado meticuloso. El medio de cultivo se aspird
y se realizaron tres lavados con PBS 1X para garantizar una eliminacién completa
del medio de cultivo y asi poder eliminar o diluir la actividad de esterasa del suero
presente en los medios de crecimiento suplementados con suero “FBS” (las es-
terasas del suero podrian causar un aumento en la fluorescencia extracelular al
hidrolizar el calceina AM). El PBS 1X se mantuvo a una temperatura de 37°C para
evitar cualquier posible disolucién o deformacién de los andamios. Para mante-
ner esta temperatura durante el procedimiento fuera de la incubadora, se utilizé
una placa calefactora, sobre la cual se colocd la placa multipocillos durante el
lavado y la posterior adicién de los reactivos LIVE/DEAD®.

[I.  Después del proceso de lavado, los andamios se transfirieron a una nueva placa
multipocillos y se les afiadieron los reactivos LIVE/DEAD® Tabla 3. Estos reactivos
consisten en la calceina y el homodimero-1 de etidio, los cuales se prepararon
en una solucién con una concentracion de 1,5 uM de calceina y 2 uM de homo-
dimero-1 de etidio, utilizando PBS 1X como disolvente. El volumen final de la
solucidn se ajusté para asegurar que cubriera completamente el andamio, gene-
ralmente alrededor de 250 pL a 500 pL.

M. Finalmente, los andamios se incubaron durante 30 minutos a 37°C en una incu-

badora de células. Esto permitié que los reactivos LIVE/DEAD® actuaran sobre las
células presentes en los andamios. Posteriormente, se llevaron a cabo observa-
ciones microscépicas utilizando un microscopio de fluorescencia confocal Leica
TCS SP8.

Se realizd un estudio previo para determinar las concentraciones éptimas de los

®
reactivos LIVE/DEAD . Este estudio consté de dos fases. En la primera fase, se buscé

obtener las concentraciones mas bajas posibles de cada reactivo para teiiir las células
sin la presencia del bio-polimero. Esto se hizo siguiendo el protocolo proporcionado por
el fabricante de los reactivos.

Se obtienen los mejores resultados al ajustar las concentraciones de los
colorantes para lograr un marcado distintivo de las células vivas con calceina AM y de las
células muertas con EthD-1. Las concentraciones 6ptimas variaran segun el tipo de
célula. En general, es mejor utilizar la concentracién de tinte mas baja que proporcione
una sefial suficiente [99].
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Protocolo para la determinacién optima de tinte LIVE/DEAD®

I.  Sacar los reactivos del ensayo LIVE/DEAD® del congelador y permiteles alcan-

zar la temperatura ambiente.
II.  Prepara muestras de células muertas una placa multipocillo. Matar las célu-
las utilizando 70% de metanol durante 30 minutos

. Utilizando las muestras de células muertas, selecciona una concentracion de
EthD-1 que tifia los nucleos de las células muertas de rojo intenso sin tefiir
significativamente el citoplasma (intenta con concentraciones de EthD-1 que
van desde 0.1 hasta 10 uM).

V. Utilizando muestras de células muertas, selecciona una concentracion de cal-
ceina AM que no produzca una fluorescencia significativa en el citoplasma de
las células muertas (prueba concentraciones de calceina AM que van desde
0.1 hasta 10 uM).

V.  Utilizando muestras de células vivas, verifica que la concentracién de cal-
ceina AM seleccionada genere una sefial de fluorescencia suficiente en las
células vivas (si no es asi, prueba con una concentracidon mas alta).

Una vez obtenidas estas concentraciones, se llevd a cabo la segunda fase del
estudio, en la cual se evalué la interaccién de estos reactivos con los andamios impresos
gue contenian células. Con el fin de garantizar que las concentraciones elegidas son las
adecuadas para el ensayo de viabilidad celular.

Debido a que los reactivos del kit LIVE/DEAD® son fotosensibles, todos los
protocolos y ensayos se llevaron a cabo en condiciones de baja o nula luminosidad y se
trabajé bajo una campana de flujo laminar para asegurar la esterilidad de los ensayos.

3.2.7. Obtencidn de imagenes mediante microscopia confocal.

Para evaluar la viabilidad celular de los andamios impresos, se realizd la
adquisicion de imagenes mediante microscopia de fluorescencia. Esto permitié visualizar
las células viables en los andamios en diferentes dias posteriores a la impresién. Para
llevar a cabo esta observacion, se utilizd el microscopio confocal Leica TCS SP8.

El andlisis se realizd utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead. Para
garantizar la consistencia en la comparacién de las imagenes de los diferentes dias de
prueba, se mantuvo una configuracion constante en el microscopio. Se realizaron ajustes
minimos, como la ganancia estdtica y la profundidad de penetraciéon, mientras se
utilizaba el mismo objetivo en todos los casos, especificamente el objetivo de 10X. Esto
permitid una evaluacién precisa y coherente de las muestras en diferentes momentos
del experimento.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

4.1. Lisis celular.
Pruebas de ruptura con nitrégeno liquido para el polimero HE5:

La ruptura celular del polimero HE5 se llevd a cabo en las primeras pruebas
denominadas PF3 y PF4. Tras completar el proceso de fermentacidn en el biorreactor, se
procedio al lavado de células para obtener un precipitado correspondiente a la masa de
bacterias E. coli que producen el biopolimero. De esta masa de reaccién, se tomaron dos
alicuotas de 26.9 gramos, denominadas “PF3” y 26.4 gramos, denominadas “PF4” que
se colocaron en tubos falcén. Ambas alicuotas se resuspendieron en agua ultrapura
(MQ), manteniendo PF3 a 30°C y PF4 a 4°C esta ultima en agitacién y ambas durante 24
horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se procedié a la ruptura de las bacterias mediante
congelacién rdpida. Para esto, las muestras se sumergieron en nitrégeno liquido durante
15 minutos y luego se descongelaron a 30°C. Tras la descongelacion, se tomd una
alicuota de 1 ml para llevar a cabo una electroforesis con el fin de detectar la presencia
del biopolimero. Esta muestra se centrifugd a 4°C y 14000 rpm para separar el
sobrenadante del precipitado. Dado el comportamiento inteligente de los ELR's
(biopolimeros), se esperaba que el polimero liberado de las bacterias quedara en el
sobrenadante. Si aun se encontraba polimero en el precipitado, indicaba que no todas
las bacterias se habian roto, por lo que se requeria otro ciclo de congelacion vy
descongelacién.

Dado que la electroforesis es un proceso que lleva tiempo y la ruptura de las
bacterias debe ser rdpida, se llevaron a cabo cinco ciclos de congelacion vy
descongelacién en las alicuotas para asegurar la maxima ruptura posible. Se
seleccionaron cinco ciclos como numero de repeticiones, en concordancia con la
cantidad de veces que normalmente se pasa la suspensién de bacterias por el disruptor
GA durante un proceso de purificacion estandar.

De manera andloga, se obtuvo una muestra de 1 ml antes de iniciar el primer
ciclo de congelacion y descongelacion, con el propdsito de confirmar la presencia del
biopolimero mediante electroforesis.

Los resultados de esta electroforesis se muestran en Figura 5 y Figura 6.

En la electroforesis de muestra sometida a hinchamiento caliente Figura 5, se
observa una ruptura evidente causada por la osmosis pasiva en los pocillos 2 y 3. En los
pocillos 4 y 6, se nota una diferencia en el grosor de la banda, lo que sugiere que incluso
en el segundo ciclo de congelacidn, las bacterias aln estan experimentando ruptura. Por
otro lado, en el resto de los precipitados no se observa ninguna diferencia notable.

En los pozos 5y 7, se aprecia una tendencia inversa en comparacion con los pozos
4 y 6 (donde un precipitado con una banda mas pequefia corresponde a un
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sobrenadante mayor). Sin embargo, en los pozos posteriores, no se observa un aumento
significativo en esta tendencia.
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Figura 5: Electroforesis PF3 hinchamiento en caliente sin agitacion durante 24 horas. Se recuadra la franja
correspondiente al peso molecular = 66 KDa "K g/mol" del polimero “HE5”

PF3 Descripcion

Pocillos

1 Marker

2 J +0  Precipitado después del hinchamiento

3 Sb +0 Sobrenadante después del hinchamiento

4 4 +1  Precipitado después del primer ciclo de congelacién vy
descongelacion

5 Sb +1 Sobrenadante después del primer ciclo de congelacion vy
descongelacion

6 4 +2  Precipitado después del segundo ciclo de congelacion vy
descongelacion

7 Sb +2 Sobrenadante después del segundo ciclo de congelacion y
descongelacion

8 { +3  Precipitado después del del tercer ciclo de congelaciéon vy
descongelacion

9 Sb +3  Sobrenadante después del tercer ciclo de congelacién vy
descongelacion

10 { +4  Precipitado después del cuarto ciclo de congelacién vy
descongelacion

11 Sb +4  Sobrenadante después del cuarto ciclo de congelacién y
descongelacion

12 { +5 Precipitado después del quito ciclo de congelacién vy
descongelacion

13 Sb +5 Sobrenadante después del quinto ciclo de congelacién y
descongelacion

Tabla 6: Detalle de la Electroforesis PF3 “HE5”
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Figura 6: Electroforesis PF4 hinchamiento en frio, con agitacion durante 24 horas “HE5”

Pocillos  PF4 Descripcion

1 Jd +0 Precipitado después del hinchamiento

2 Sb +0 Sobrenadante después del hinchamiento

3 4 +1  Precipitado después del primer ciclo de congelacién vy
descongelacion

4 Sb +1 Sobrenadante después del primer ciclo de congelacion vy
descongelacion

5 4 +2  Precipitado después del segundo ciclo de congelacion vy
descongelacion

6 Sb +2 Sobrenadante después del segundo ciclo de congelacion vy
descongelacion

7 4 +3  Precipitado después del del tercer ciclo de congelacion vy
descongelacion

8 Sb +3  Sobrenadante después del tercer ciclo de congelacién vy
descongelacion

9 J +4  Precipitado después del cuarto ciclo de congelacion y
descongelacién

10 Sb +4  Sobrenadante después del cuarto ciclo de congelacién y
descongelacion

11 ' +5 Precipitado después del quito ciclo de congelacién vy
descongelacion

12 Sb +5 Sobrenadante después del quinto ciclo de congelacién y
descongelacion

13 Marker

Tabla 7: Detalle de la Electroforesis PF4 “HE5”

En esta electroforesis Figura 6, se observa una tendencia similar a la anterior, pero
con algunas diferencias destacables. Los pozos 2 y 3, en particular el 3, sugieren que la
osmosis ha sido de alguna manera mas eficiente en esta ocasién en comparacién con la
PF3. Esto podria deberse a que, a diferencia de la PF3 en la que no hubo agitacion
durante el hinchamiento en caliente, en esta ocasidén se aplicd agitacién. En lo que
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respecta a la ruptura celular, la tendencia sigue siendo la misma: aumenta hasta el
segundo ciclo y luego se mantiene constante. Esta tendencia se hace mas evidente al
observar los precipitados.

Pruebas de ruptura con nitrégeno liquido para el polimero VKV:

Siguiendo un enfoque similar al utilizado en las pruebas con el polimero HES5, se
llevd a cabo esta prueba con VKV, extendiendo el tiempo de hinchado de las bacterias a
48 horas.
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Figura 7: Electroforesis PF5 hinchamiento en caliente sin agitacion durante 48 horas Se recuadra la
franja correspondiente al peso molecular =~ 60,4 KDa "Kg/mol" del polimero “VKV”

Pocillos  PF5 Descripcion

1 Marker

2 4 +0 Precipitado después del hinchamiento

3 Sb +0 Sobrenadante después del hinchamiento

4 J +1 Precipitado después del primer ciclo de congelacién
descongelacion

5 Sb +1 Sobrenadante después del primer ciclo de congelacidn
descongelacién

6 J +2 Precipitado después del segundo ciclo de congelacion
descongelacién

7 Sb +2 Sobrenadante después del segundo ciclo de congelacidon
descongelacién

8 J +3 Precipitado después del del tercer ciclo de congelacién
descongelacién

9 Sb +3 Sobrenadante después del tercer ciclo de congelacidon
descongelacién

10 J +4 Precipitado después del cuarto ciclo de congelacién
descongelacién
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11 Sb +4 Sobrenadante después del cuarto ciclo de congelacion y
descongelacion

12 J +5 Precipitado después del quito ciclo de congelacién vy
descongelacion

13 Sb +5 Sobrenadante después del quinto ciclo de congelacion y
descongelacion

Tabla 8: Detalle de la Electroforesis PF5 “VKV”

En esta electroforesis Figura 7, se evidencia claramente que el proceso de osmosis
durante un periodo de 48 horas es considerablemente mas eficiente en comparacién
con el de 24 horas. La tendencia en relacién con los ciclos de congelacién sigue siendo
consistente, con un aumento en la liberacién de material en el segundo ciclo en
comparacién con el primero, y una estabilizacién en los ciclos subsiguientes.
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Figura 8: Electroforesis PF6 hinchamiento en frio con agitacion durante 48 horas “VKV”

Pocillos  PF6 Descripcion

1 Marker

2 J +0 Precipitado después del hinchamiento

3 Sb +0 Sobrenadante después del hinchamiento

4 J +1 Precipitado después del primer ciclo de congelacidon
descongelacién

5 Sb +1 Sobrenadante después del primer ciclo de congelacidn
descongelacién

6 J +2 Precipitado después del segundo ciclo de congelacidon
descongelacién

7 Sb +2 Sobrenadante después del segundo ciclo de congelacidon
descongelacién

8 J +3 Precipitado después del del tercer ciclo de congelacién
descongelacién

9 Sb +3 Sobrenadante después del tercer ciclo de congelacién
descongelacién
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10 J +4 Precipitado después del cuarto ciclo de congelacion
descongelacion

11 Sb +4 Sobrenadante después del cuarto ciclo de congelacién
descongelacion

12 J +5 Precipitado después del quito ciclo de congelacidn
descongelacion

13 Sb +5 Sobrenadante después del quinto ciclo de congelacién
descongelacion

Tabla 9: Detalle de la Electroforesis PF6 “VKV”
Pruebas de ruptura con nitrégeno liquido para el polimero M80:

Utilizando el mismo método que en las pruebas previas, se llevé a cabo una
evaluacion adicional utilizando el polimero M80. Dado que las pruebas anteriores
indicaron que una mayor ruptura de las bacterias se lograba al aumentar el tiempo de
hinchado, en esta ocasién se decidié extender el tiempo de hinchado a 72 horas. Se
realizaron dos muestras correspondientes a la misma produccién, pero con una
diferencia crucial: una se sometié a un proceso de resuspensién e hinchado en caliente
sin agitacidén, mientras que la otra se hizo en frio con agitacién.

Figura 9: Electroforesis PF7 hinchamiento en caliente sin agitacion durante 72 horas Se recuadra la
franja correspondiente al peso molecular = 33,7 KDa "K g /mol" del polimero “M80”

Pocillos  PF7 Descripcion

1 Marker

2 J +0 Precipitado después del hinchamiento

3 Sb +0 Sobrenadante después del hinchamiento

4 J +1 Precipitado después del primer ciclo de congelacién vy
descongelacion

5 Sb +1 Sobrenadante después del primer ciclo de congelacion y
descongelacion

6 J +2 Precipitado después del segundo ciclo de congelacién y
descongelacion

7 Sb +2 Sobrenadante después del segundo ciclo de congelaciéon y
descongelacién
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8 4 +3 Precipitado después del del tercer ciclo de congelacidon
descongelacion

9 Sb +3 Sobrenadante después del tercer ciclo de congelacién
descongelacion

10 J +4 Precipitado después del cuarto ciclo de congelacion
descongelacion

11 Sb +4 Sobrenadante después del cuarto ciclo de congelacién
descongelacion

12 4 +5 Precipitado después del quito ciclo de congelacién
descongelacion

13 Sb +5 Sobrenadante después del quinto ciclo de congelacion
descongelacién

Tabla 10: Detalle de la Electroforesis PF6 “M80”

En la electroforesis que corresponde al proceso de osmosis llevada a cabo
durante 72 horas Figura 9, se aprecia un aumento en la produccion hasta el tercer ciclo
de congelacién. Sin embargo, es interesante notar que la banda de sobrenadante de este
tercer ciclo no parece ser significativamente mas grande que en el ciclo anterior.
Ademas, en lo que respecta al proceso de osmosis, no se observan diferencias
significativas en comparacién con el periodo de 48 horas. Estos resultados sugieren que
la osmosis no se vuelve mas productiva después de 48 horas y que posiblemente haya
alcanzado un equilibrio osmético antes de ese tiempo.

Esto sugiere que, a partir del segundo dia de osmosis, las bacterias dejan de
hincharse, y parece ser indiferente la temperatura a la que se realice el proceso en
términos de la eficacia de la osmosis.

A la vista de los resultados obtenidos se realizan pruebas de dos muestras sin
ciclos de congelacion “PF9 y PF10” ya que en todas las pruebas se observa que cierta
cantidad de bacterias se rompen por simple osmosis. En estas pruebas de osmosis sin
congelacién, se observa que la bacteria apenas se rompid. Los resultados de la
purificacién indican que, a pesar de que la disolucion madre tiene un rendimiento dentro
de la media, no se pudo obtener polimero de las purificaciones de osmosis.

Dado que se ha confirmado que el proceso de hinchado alcanza un posible
equilibrio osmético a las 48 horas, y que la ruptura de las bacterias se logra durante el
segundo ciclo de congelacién y descongelacién, se tomd la decisiéon de escalar las
pruebas. Esto implicd llevar a cabo las pruebas con una cantidad equivalente a la mitad
de la produccion habitual, utilizando el precipitado obtenido tras el lavado de 8 litros de
fermentador.

Los resultados del rendimiento obtenido de todas las pruebas realizadas se presentan
en la Tabla 11
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Denominacion  Volumen Peso Peso bio- Rendimiento Rendimiento
fermentado precipitado polimero mg/L %
(L) (9) puro (mg)
P20 (He5) 12,5 264,9 317,4 25,36 100
PF3 1,27 26,9 28,94 22,78 89,83
PF4 1,24 26,4 28,79 23,21 91,52
P23 (VKV4) 14,30 235,5 3678,7 257,25 100
PF5 0,36 6 61,4 170,56 66,30
PF6 0,33 5,4 0 0 0
P24 (M80) 14,11 200,8 3715,5 263,32 100
PF7 0,41 5,9 96,7 235,85 89,57
PF8 0,46 6,5 123,6 268,7 102,04
P26 (He5) 14,24 262,3 784,6 55,10 100
PF9 0,75 13,9 0 0 0
P27 (He5) 14,09 265,6 886 62,8 100
PF10 0,91 17,1 8,9 0,09 0,001
P29 (He5) 14,18 235 707 49,86 100
PF11 0,39 6,4 14.4 36,92 74,04
PF12 0,43 7,1 10,9 25,35 50.84
P30 (RGTAR) 0 0 0 0 0
PF13 7,5 156,3 20,8 10,4
P31 (RGTAR) 7,06 159,5 512,8 72,63 100
PF14 7,94 179,6 362,7 45,68 62

Tabla 11: Resultados obtenidos de las pruebas de lisis celular de las bacterias usando nitréogeno liquido.

Todas las pruebas designadas con la etiqueta “PF” seguida de numeros se
refieren a las pruebas de ruptura realizadas utilizando nitrégeno liquido o a través de
osmosis simple. Por otro lado, las pruebas etiquetadas con “P” seguida de numeros

corresponden al proceso de ruptura convencional utilizando el disruptor GA.

Para calcular el rendimiento de la PF13, considerando la pérdida de la muestra
madre durante el proceso de purificacidn, se utilizaron datos promedio de producciones
anteriores. Los valores obtenidos son los siguientes: un rendimiento de 200 mg/L y una
produccién total de 3 g en los 15 litros fermentados.

Es importante mencionar que, para inactivar las proteasas presentes en la masa
bacteriana, se calienta la muestra a una temperatura que oscila entre 80y 90°C, mientras
se mantiene una agitacion manual constante durante un periodo de treinta 30 min. Este
proceso es esencial para cada polimero que se somete al nuevo tipo de ruptura, ya que,
al notar que parte de la masa bacteriana se romperd por osmosis, las proteasas también
permaneceran en la solucién hasta el primer ciclo de centrifugacion. Este calentamiento
se realiza con los polimeros que tiene este tratamiento en su protocolo de purificacion.

En resumen, hemos establecido que la lisis celular mediante nitrégeno es una
aun existen numerosos aspectos que requieren
investigacidn adicional y mejoras en el protocolo antes de que pueda desempefiar un

opcion viable. Sin embargo,

papel crucial en la escalabilidad de la produccion de ELR's.
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4.2. Caracterizacion de los ELR’s

Ruptura de celular de las bacterias sometidas a congelacién rapida usando nitrégeno
liquido

La caracterizacion de los ELR's es de suma importancia para evaluar su pureza y
garantizar la consistencia en el proceso de produccién de lote a lote. Por lo tanto,
compararemos los resultados obtenidos en el nuevo método de lisis celular con las
caracteristicas tipicas de produccion que se han registrado en diversos lotes de
diferentes polimeros probados. Esto nos permitira evaluar la eficacia y la coherencia del
nuevo proceso en relacidon con los métodos tradicionales de produccion.

Se llevd a cabo un andlisis de la estructura del polimero bioproducido mediante
resonancia magnética nuclear (RMN). Para ello, se generd un espectro de 1H (consultar
ANEXO V y VII) que facilité la identificacidn de los tipos de hidrégenos en funcién de su
frecuencia de resonanciay la cuantificacidn de su presencia en la estructura del espectro
mediante la integracion del area bajo la curva correspondiente Figura 28; Figura 34.

I.  Mediante espectroscopia infrarroja (FTIR), se ha obtenido el espectro de los
polimeros (consultar ANEXO V y VI) de prueba. Este espectro nos permite
identificar diversos grupos funcionales presentes en la estructura del polimero, ya
gue muestran bandas caracteristicas asociadas a la absorcién de luz infrarroja. A
pesar de la complejidad debida al alto peso molecular del polimero y a la
superposicién de bandas, hemos logrado identificar una banda a 3400 cm-1
relacionada con la tensién del enlace N-H y otra banda a 1600 cm-1 que
corresponde al enlace C=0 de amidas, entre otras.

Al igual que con los RMN, se generaron espectros infrarrojos FT-IR para los
polimeros RGTAR y HE5, como se muestra en la Figura 27 y Figura 33. Ademas, se
obtuvieron estos espectros para diversas muestras, como se representa en las
Figura 29; Figura 30; Figura 31 y Figura 32, en las cuales se observan las bandas
caracteristicas de los ELR's, similares a las observadas en otras caracterizaciones
realizadas en diferentes producciones.

II.  Latécnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se empled para determinar
la temperatura de transicion (Tt) del polimero, que desempefia un papel
fundamental en su comportamiento inteligente (consultar ANEXO V y VII) Figura 26;
Figura 33.

Segun las caracterizaciones detalladas en los anexos, se observa que los polimeros
sometidos a un tratamiento con nitrégeno liquido no muestran diferencias
significativas en comparacion con los polimeros que fueron tratados de manera
convencional. Sin embargo, no se pudo realizar una caracterizacién completa de
todos los polimeros probados, por lo cual a un podria haber discordancia entre los
polimeros sometidos a los ciclos de congelacion con los que se someten al proceso
habitual de disrupcion GA.
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Bio-tinta

La caracterizacién de la bio-tinta ha sido previamente abordada en
investigaciones anteriores realizadas por el G.I.R. Bioforge [3], los resultados se exponen
en las Figura 36; Figura 37 y Figura 39

4.3. Cultivo celular.

Obtenido el cultivo primario de los condrocitos en un medio de cultivo apropiado,
fue esencial llevar a cabo su expansién celular hasta alcanzar una densidad celular
deseada. Esto se logré mediante un reemplazo del medio de cultivo cada 72 horas
aproximadamente, siempre que las células no alcanzaran la confluencia. A continuacién,
se mantuvieron incubadas a una temperatura de 37°C, en una atmdsfera humidificada
con un 5% de CO2 y un 95% de aire.

Como se menciond en la seccion 3.2.4 la evaluacidn de la proliferacidn celular de
los condrocitos se llevé a cabo mediante la adquisicion de imagenes utilizando un
microscopio o6ptico Leica DFC3000G. A continuacidn, se presentan las imdagenes
obtenidas:

0 p'p‘w
Figura 10: Condorcitos pasados 10 dias después de realizar el cultivo celular, las células muertas estdn
resaltadas en circulos rojos.
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Figura 11: Condorcitos pasados 20 dias después de realizar el cultivo celular, las células muertas estdn
resaltadas en circulos rojos.

Figura 12: Condorcitos pasados 50 dias después de realizar el cultivo celular.
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En estas imagenes, se puede apreciar la proliferacion celular a lo largo de varios
dias. Inicialmente, se observa una baja adhesidn de los condrocitos al frasco de cultivo,
pero con el tiempo, estas células viables comienzan a adherirse y proliferar. Las células
no viables permanecen en suspension en el medio de cultivo “DMEM” y se eliminan
durante cada cambio de medio. En la Ultima imagen, se puede observar que las células
han alcanzado la confluencia en el frasco de cultivo.

El periodo requerido para alcanzar la cantidad necesaria de células “Condrocitos”
destinadas a la bio-impresién 3D de los andamios fue de aproximadamente 60 dias. Esto
puede percibirse como una duracién significativa en comparaciéon con los cultivos de
otras células comunes, como los fibroblastos o queratinocitos los cuales requieren
menos tiempo para alcanzar similares cantidades o superiores.

4.4, Bio-impresion 3D.

Antes de iniciar la bio-impresién 3D de los andamios con las células cargadas, se
llevaron a cabo pruebas de optimizacién de los pardmetros de impresién utilizando
crema corporal, en este caso, NIVEA, como material de prueba al igual que con el
biopolimero base de la bio-tinta. Esto nos permitié determinar la geometria de
impresién éptima para los andamios, utilizando la menor cantidad de bio-tinta posible,
pero asegurando que la geometria resultante fuera relevante para evaluar la capacidad
de impresion de la bio-tinta.

Figura 13: Pruebas de impresion utilizando NIVEA como material de impresion; A) Impresion de un

andamio de forma geométrica cubica sin relleno; B) Impresion de un andamio de forma geométrica

cilindrica sin relleno; C) Impresién de un cilindro con poros simples.; D) Impresion de un cilindro con
poros.
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Figura 13 Parametro de impresion  Valores y unidades Comentario

Layers 8
Height 1,2 mm Se observa la
Width 10 mm capacidad de la

A Length 10 mm impresora para
Poro Size Sin poros imprimir formas
Layer Height 0,15 mm geomeétricas
Flow Speed 0.8 mm/s predefinidas.
Patron de posrosidad Sin poros
Layers 8
Height 1,2 mm
Diameter 12 mm

B Poro Size Sin poros
Layer Height 0,15 mm
Flow Speed 0.8 mm/s
Patron de posrosidad Sin poros
Layers 3
Height 0,5 mm Los poros presentan
Diameter 10 mm . -

. una disposicidn
¢ Poro Size diagonal en una sola
Layer Height 0,15mm direccion
Flow Speed 0,5 mm/s ’

Patron de posrosidad Diagonal

Layers 4 Se aprecia un cilindro

Height 0,7 mm con una mayor

Diameter 12 mm cantidad de poros
D Poro Size 1,4 mm dispuestos en

Layer Height 0,15 mm diagonal en ambas

Flow Speed 0,6 mm/s direcciones,

Patron de posrosidad Diagonal formando un patrén

Tabla 12: Detalles de la Figura 13.

a 45 grados.

Luego de realizar numerosas impresiones utilizando NIVEA y observando el
comportamiento de la bio-impresora REGEMAT 3D, procedimos a realizar impresiones
utilizando el biopolimero base de la bio-tinta. Esto nos permitio afinar los parametros de
impresién éptimos.

Figura 14: Pruebas de impresion con el biopolimero A y B) impresion usando como tinta el biopolimero.

Jhon Stivens Galarza Garcia
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Figura 14 Parametro de impresion  Valores y unidades Comentario
Layers 4 Se puede apreciar
Height 0,7 mm como la bio-tinta se
Diameter 8 mm difumina debido a la
Poro Size 1,2 mm baja temperatura de
A Layer Height 0,15 mm la cama o base de
Flow Speed 0,8 mm/s impresion. Al igual
Patron de posrosidad Diagonal que unos filamentos
gue no son partes del
disefio.
Layers 4
Height 0,7 mm Para eliminar los
Diameter 10 mm filamentos que no
B Poro Size 1,4 mm estan presentes en el
Layer Height 0,15 mm disefio se varié el
Flow Speed 0,4 mm/s Retract Speed
Patron de posrosidad Diagonal

Tabla 13: Detalle de la Figura 14

Al igual que con la crema NIVEA, fue necesario realizar multiples impresiones
para determinar los parametros de impresién ideales antes de proceder con la impresién
utilizando la bio-tinta.

Se pudo notar que el comportamiento de la bio-tinta era ligeramente diferente
en comparacién con la NIVEA, a pesar de tener una densidad similar. Resultd evidente
que el proceso de gelificacion de la tinta requeria una consideraciéon especial en cuanto
a la temperatura de transicién del polimero. Esto se debe a que la fidelidad de Ila
impresién con respecto al disefio CAD depende en gran medida de cdmo se gestiona la
etapa inicial del proceso de Gelificacion Rapida Primaria, como se describe en la seccion
2.7

Con el objetivo de optimizar el uso de la bio-tinta, se tomd la decisién de
aumentar el tamafio de los poros en las impresiones posteriores. Esto se hizo después
de haber probado tamafios de poro que oscilaban entre 1 mm y 2 mm. Finalmente, se
opté por un tamano de poro de 4 mm, lo que resulté en la creaciéon de andamios que
contenian un total de 4 poros.

De manera similar, se optd por reducir el nUmero de capas y la altura de los
cilindros porosos en las impresiones. En este caso, se eligido un disefio de 3 capas de
alturay 1,25 mm de altura para los cilindros porosos. Esta configuracién garantizaba que
los andamios tuvieran un volumen suficiente para evitar la deshidratacidon y que los
andamios se volvieran laminas, asegurando asi un entorno adecuado para la
proliferacion celular. Es importante destacar que, durante las pruebas con el
biopolimero, la altura maxima probada y el nUmero maximo de capas impresas fueron
de 5 mm y 13 capas, respectivamente. Con esta altura maxima probada, se asegura que
los andamios conservaran su forma y estructura, evitando la difusion o el colapso
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durante todo el proceso de bio-impresién. No se exploraron impresiones de andamios
de mayor altura, ya que esto habria resultado en un consumo innecesario de material,
considerando el alcance de este Trabajo de Fin de Master.

El didmetro de los andamios y el tamafio de los poros tienen un impacto
significativo en la cantidad de poros que presenta el andamio. Inicialmente, se realizaron
impresiones con didmetros de hasta 14 mm, probando diferentes tamafios de poros. Sin
embargo, se determind que un diametro de 8 mm era el mas adecuado desde una
perspectiva de optimizacidon de material.

Los demds parametros fueron seleccionados considerando la experiencia
acumulada durante las pruebas. Se hizo un esfuerzo por mantener estos parametros
constantes, pero estaban sujetos a modificaciones durante la impresidn si se observaba
que no producia los resultados deseados.

A continuacidn, se detallan los parametros de bio-impresién dptimos utilizados
con la bio-tinta cargada con células.

Pardametros de impresion Valores y unidades

Leyer 3

Height 1,25 mm
Diameter 8 mm
Pore Size 4 mm
Layer Height 0,41 mm
Flow Speed 0,6 mm
Infill Pattern Diagonal
Retract Speed 2,5 mm/s
The Infill Direction 452
Scaffold Geometry Cylinder

Tabla 14: Pardmetros dptimos para la impresion de los andamios.

En el dia de la bio-impresién 3D de los andamios, una vez que se alcanzd la
cantidad de células necesaria, se llevé a cabo el proceso de recoleccion de las células,
gue luego se utilizarian para preparar la bio-tinta cargada con células. Esta recolecciéon
se lleva a cabo siguiendo el mismo procedimiento que se describid previamente para el
levantamiento de células explicados en la seccién 3.2.1

Con los pardmetros de bio-impresidon optimizados y la bio-tinta preparada, se
procediod a la impresion de los andamios que contenian condrocitos. Posteriormente, se
evalud la proliferacién y viabilidad celular, lo que proporcionara informacién crucial
sobre la idoneidad de la bio-tinta para futuras aplicaciones en la regeneracién de tejidos
osteocondrales, en particular en la regeneracidn de cartilagos.
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4.5, viabilidad celular

Segin lo indica el protocolo de optimizacion de tinte del kit de
Viabilidad/Citotoxicidad LIVE/DEAD® se realizaron pruebas para obtener Ia
concentracidn optima de tinte, este protocolo recomienda probar concentraciones para
el EthD-1y la cal AM que ban desde los 0,1uM a los 10uM, ase probaron concentraciones
de ambos tintes de 1uM, 2uM, 3uM, tinendo condrocitos solo con EthD-1 a estas tres
concentraciones y posteriormente tifiendo otra muestra de condrocitos solo con cal AM
con estas tres concentraciones para posteriormente tomar imagenes usando el
microscopio confocal Leica TCS SP8 usando el objetivo de 10X y la misma configuracién
de parametros del microscopio variando solo el enfoque, ganancia estdtica. De esta
manera se pudo determinar la concentracién minima de los reactivos “tinte” LIVE/DEAD®
necesarios para obtener buenas imdagenes. Los condorcitos usados para estas pruebas
se cultivaron en una placa multipocillos en los caudales se afiadieron los tintes segun el
protocolo mencionado en la seccién 3.2.6.

Segun el protocolo de optimizacion de tincidn del kit de Viabilidad/Citotoxicidad
LIVE/DEAD®, se llevaron a cabo pruebas para determinar la concentracién éptima de
tinte. Este protocolo recomienda probar concentraciones de EthD-1 y cal AM que van
desde 0.1 uM hasta 10 pM. Se realizaron pruebas con concentraciones de ambos tintes,
1 uM, 2 uMy 3 pM, tifendo condrocitos solo con EthD-1 a estas tres concentraciones y
luego tifiendo otra muestra de condrocitos solo con cal AM a estas tres concentraciones.
Posteriormente, se adquirieron imdagenes utilizando el microscopio confocal Leica TCS
SP8 con un objetivo de 10X y la misma configuracién de parametros del microscopio,
variando solo el enfoque y la ganancia estatica. De esta manera, se pudo determinar la
concentracion minima de los reactivos de tincion LIVE/DEAD® necesarios para obtener
imagenes de alta calidad. Los condrocitos utilizados en estas pruebas se cultivaron en
placas de multiples pocillos a las cuales se les afiadieron los tintes siguiendo el protocolo
mencionado en la seccidon 3.2.6
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Figura 15: Pruebas de tincion de los Condrocitos usando el Homodimero-1 de Etidio a distintas
concentraciones; A, B) EthD-1 [1uM]; C, D) EthD-1 [2uM]; E, F) EthD-1 [3uM]
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um b 250

Figura 16: Pruebas de tincion de los Condrocitos usando Calceina AM a distintas concentraciones; A, B)
cal AM [1 uM]; C, D) cal AM [2 uM]; E, F) cal AM [3 uM]

En la Figura 15, se observa que los condrocitos no viables los cuales se trataron con
metanol al 70% para asegurar que estas células estén muertas, se tiferon de manera
mas efectiva con una concentracion de 3 UM en comparacidon con las otras dos
concentraciones probadas. La concentracion de 1 uM mostrd los peores resultados, ya
gue solo unas pocas células se tifieron. Sin embargo, al comparar las muestras tefiidas
con 2 uM y 3 uM, podemos concluir que ambas concentraciones son adecuadas. Es
importante destacar que esta es una conclusién parcial, ya que estas concentraciones de
tinte se probaron solo con condrocitos y no con la bio-tinta cargada con las células. Esto
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significa que aun debemos evaluar cémo se comporta la tincion en la bio-tinta con
células antes de tomar una decisidn final sobre la concentracion éptima de tinte a utilizar
en los andamios bio-impresos.

En la Figura 16, se presentan las pruebas realizadas con tres concentraciones
diferentes de cal AM. En estas pruebas, se utilizaron muestras de condrocitos viables. Al
comparar las imagenes tomadas de estas muestras, se observa que las tres
concentraciones proporcionan buenos resultados. Sin embargo, al igual que con las
pruebas anteriores utilizando EthD-1, es importante destacar que estas conclusiones son
parciales, ya que aun debemos observar cémo interactua la calceina AM con la bio-tinta
cargada con las células.

Hasta este punto en la realizacion del TFM, las conclusiones provisionales
sugieren que seria apropiado utilizar una combinacién de reactivos o tintas, con una
concentracién de EthD-1 de 2 uM o 3 uM y una concentracion de cal AM de 1 uM. Sin
embargo, es crucial realizar pruebas adicionales para evaluar la interaccién de estos
tintes con la bio-tinta cargada con las células antes de llegar a una decision final sobre
las concentraciones éptimas a utilizar.

Luego de haber definido las concentraciones o6ptimas de los reactivos
LIVE/DEAD®, avanzamos a realizar pruebas con cultivos de condrocitos que contenian
tanto células viables como no viables. Empleamos las concentraciones previamente
seleccionadas de los tintes, pero esta vez los combinamos para evaluar su idoneidad en
relacion con los andamios impresos con la bio-tinta cargada con células.

v

0 um

Figura 17: Pruebas de tincion de los Condrocitos usando EthD-1y Cal AM; A) EthD-1 [2 uM] y cal AM [2
uM]; B) EthD-1 [1,5 uM] y cal AM [1,5 uM].

En la Figura 17, se puede observar la interacciéon de ambos reactivos LIVE/DEAD®
con los condrocitos a dos concentraciones diferentes. En la Figura 17 A, se aprecia que la
cal AM a 2uM tine eficazmente los condrocitos en verde, pero también enmascara la
tincidn roja del EthD-1 a 2uM sobre los condrocitos. Por lo tanto, decidimos reducir la
concentracidon de ambos tintes.

Tras disminuir la concentracién de ambos reactivos LIVE/DEAD®, se puede
apreciar en la Figura 17 B que ambas tinciones son claramente visibles y distinguibles
entre si. Esto sugiere que las concentraciones de 1,5uM para ambos reactivos son
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adecuadas. Sin embargo, es necesario comprobar cdmo estas concentraciones afectan a
los andamios impresos con la bio-tinta cargada con células.

Al igual que en las pruebas anteriores de optimizacién de la concentracion de los
tintes por separado, se utilizé el microscopio confocal Leica TCS SP8 con un objetivo de
10X en las pruebas donde se mezclaron ambos tintes.

Una vez concluidas las pruebas de optimizacidn de los reactivos para tefiir los
condrocitos, se procedio a realizar el protocolo de microscopia de fluorescencia, como
se describe en la seccidon 3.2.6, para evaluar la proliferacion y viabilidad de los
condrocitos presentes en los andamios bio-impresos.

Figura 18: Proliferacion celular Live/Dead “1,5uM cal AM y 2 uM EthD-1”, objetivo 10X, dias 1y 5.

En los primeros dias después de la impresidon de los andamios Figura 18, es
evidente que la cantidad de células viables es limitada. Esto se debe a que muchas de
ellas experimentan dafios durante el proceso de impresion, tanto debido al
cizallamiento, presién de paso de la jeringa a la punta cdnica, asi como a la manipulacién
necesaria en la preparaciéon de la bio-tinta.

En las imagenes, las células tefiidas de verde se consideran viables, mientras que
las células tefiidas de rojo se consideran no viables. Las células que presentan un color
amarillo o naranja indican que eran viables en el momento de la tincidn, pero muestran
cierto dafo en su membrana celular o que una célula viva este sobre una muerta y
viceversa.
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Figura 19: Proliferacion celular Live/Dead “1,5uM cal AM y 2 uM EthD-1”, objetivo 10X, dias 7; 9y 13.

Enlaimagen del dia 7, se puede notar que la elastina muestra cierta fluorescencia
gue, en ocasiones, no se puede eliminar por completo de laimagen. Ademas, se aprecia
parte del disefo del andamio en la Figura 19. En las imagenes posteriores,
correspondientes a los dias 9 y 13, se observa un aumento en la proliferacion celular, con
un creciente nimero de células viables.
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Figura 20: Proliferacion celular Live/Dead “1,5uM cal AM y 2 uM EthD-1”, objetivo 10X, dia 41.

En las imagenes del dia 41, se nota claramente que la mayoria de las células
presentes en el andamio son viables, y hay muy pocas células que no lo son. Esto indica
gue la bio-tinta, ademas de servir como un soporte que imita la matriz extracelular de
los condrocitos, proporciona un entorno propicio para su proliferacion.
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5. CONCLUSIONES

Desde una perspectiva general, se lograron todos los objetivos establecidos para
este TFM. Se encontraron los pardmetros dptimos para imprimir los andamios con la bio-
tinta cargada con células. Ademas, segln el andlisis de las imagenes obtenidas mediante
el microscopio confocal, se puede concluir que el proceso de bio-impresién fue exitoso.
Se logré imprimir andamios que mantuvieron la fidelidad de forma con el disefio previo
y que presentaron una alta viabilidad celular, ya que los condrocitos continuaron
proliferando a medida que pasaba el tiempo.

Es importante destacar que, en los primeros dias posteriores a la bio-impresién,
se observd una baja viabilidad celular. Esto se debe a varios factores que afectan
directamente a las células. En primer lugar, el proceso de impresidn somete a las células
a presiones relativamente elevadas debido al paso de la bio-tinta desde la jeringa hasta
el dispensador cénico. Este cambio de seccién puede causar cierta deformacién en las
células, lo que podria dafiar la pared celular de los condrocitos. Ademas, las células
experimentan una fuerza de cizallamiento durante la deposicion de las distintas capas
que componen el andamio, lo que también puede afectar su viabilidad. El estrés causado
por la manipulacion de las células durante el proceso, que incluye la exposicién a bajas
temperaturas para garantizar que la bio-tinta se forme correctamente, también
contribuye a esta baja viabilidad inicial.

Sin embargo, a medida que avanza el tiempo, las células logran adaptarse y
proliferar, lo que demuestra que el proceso de bio-impresién fue exitoso en ultima
instancia.

Segun las caracterizaciones detalladas en los anexos, se observa que los
polimeros sometidos a un tratamiento con nitrégeno liquido no muestran diferencias
significativas en comparacidon con los polimeros que fueron tratados de manera
convencional. Sin embargo, se observé una disminucién en el rendimiento cuando se
escald la produccion a un reactor de tamafio medio. Por otro lado, las pruebas realizadas
con pequefias alicuotas mostraron un rendimiento satisfactorio en la produccion. Por lo
tanto, es esencial optimizar el proceso y llevar a cabo una investigacion mas exhaustiva
para comprender a fondo los posibles fendmenos que podrian afectar el rendimiento
durante el escalado. A pesar de los desafios de rendimiento mencionados, fue posible
obtener polimeros utilizando este novedoso proceso de ruptura celular. La verificacion
de este proceso se realizd mediante técnicas como la electroforesis SDS y FT-IR. Para una
caracterizacion completa, se recomienda llevar a cabo un analisis MALDI-TOF para
confirmar la coherencia de los resultados obtenidos en la electroforesis. Demostrando
asi que este proceso es factible para un posible escalado en la produccién de los bio-
polimeros ELR’s
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/. Anexos

l. Aminodacidos esenciales

Aminodcido Abreviacion

Alanina Ala A
cisteina Cys C
Acido aspdrtico Asp D
Acido glutamico Glu E
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |

Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparragina Asn N
Prolina Pro P
Glutamina Gln Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val v
Triptofano Trp w
Tirosina Tyr Y

Tabla 15: Aminodcidos.

Il. Detalles de la ruptura celular mediante congelacién rapida usando
nitrégeno liquido.

Denominacion  Polimero Purificacion  Tipo de muestra Proceso
P20 He5 P20 Madre Disruptor GEA
PF3 He5 P20 Hija Caliente
PF4 He5 P20 Hija Frio

P23 VKV4 P23 Madre Disruptor GEA
PF5 VKV4 P23 Hija Caliente
PF6 VKV4 P23 Hija Frio

P24 M80 P24 Madre Disruptor GEA
PF7 M80 P24 Hija Caliente
PF8 M80 P24 Hija Frio

P26 He5 P26 Madre Disruptor GEA
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PF9
P27
PF10
P29
PF11
PF12

He5
HE5
He5
He5
He5
He5

P26 Hija Caliente
P27 Madre Disruptor GEA
P27 Hija Caliente
P29 Madre

P29 Hija Caliente
P29 Hija Frio

Tabla 16: Pruebas de rupturas realizadas.

Denominacion  Polimero  Purificacion Tipo de muestra Proceso

P30 \ RGTAR P30 Madre Disruptor GEA

PF13 | RGTAR P30 Hija Frio

P31 ‘ RGTAR P31 Madre Disruptor GEA

PF14 | RGTAR P31 Hija Frio

Tabla 17: Pruebas de ruptura escalados a media produccion.
Purificaciones Tiempo de hinchado Frio Caliente

Con agitacion (4°C) (30°C)

PF3 - PF4 24 horas PF4 PF3

PF5 - PF6 48 horas PF6 PF5

PF7 - PF8 72 horas PF8 PF7

PF9 48 horas PF9

PF10 72 horas PF10

PF11 24 horas

PF12 24 horas

Tabla 18: Hinchado o hidratacion de muestras.

Purificaciones Ciclos de congelacion
PF1-PF2 -

PF3 —PF4 - 5 ciclos de congelacion y descongelacién
PF5 — PF6 -

PF7 — PF8

PF9 — PF10 Sin ciclos de congelacién
PF11-PF12 | 2 ciclos de congelacién y descongelacion

Tabla 19: Detalle de los ciclos de congelacion y descongelacion de las pruebas de ruptura con nitrégeno.

66

Universidad de Valladolid (UVa)



Bio-impresion 3D y ELR’s aplicadas a la regeneracion de cartilagos.

M. Capturas de pantalla de la interfaz REGEMAT 3D.

oo, . | Objectviewer | Printable viewer | Movements | Advance

Configuration

Rotation X axis
Rotation Y axis
Rotation Z axis

Figura 21: Visor de objetos 3D y opciones [98].
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Figura 22: Pantalla de configuracion de los distintos pardmetros para cada modelo 3D.
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Figura 23: Pantalla de inicio y la seccion de Tool Configuration.

Jhon Stivens Galarza Garcia 67



Anexos
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61 X148.566 Y143.432 F1 EMERGENCY STATE FINISHES
6120.5
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G1X142.139 Y149.858 E16.068 F1

G1X144.645 Y152.09

G1X150.797 Y145.938 E17.373 M104 530 H1

G1E7.37299 F3 ; retract travel ok

G92 E0 v v
00 : 00 : 00 Progression: Layer: - Temp1: 29.7/300 Temp2: NOSENSOR Temp3: NO SENSOR

V.

Figura 24: Pantalla de configuracion de la pestafia Advance.
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Figura 25: Perfil de banda SDS-PAGE del marcador de peso molecular de proteina sin tefir.
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V. Caracterizacion del polimero RGTAR.
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Integral -3,59 mJ
Peak 32,34 °C
r T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 °C
Lab: METTLER STAR® SW 12.00

Figura 26: Electroforesis “SDS-PAGE” y calorimetria diferencia de barrido “DSC” del polimero RGTAR.
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Figura 27: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier “FT-IR” del polimero RGTAR.
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Figura 28: Resonancia magnética nuclear de proton “RMN” del polimero RGTAR.

VI. Caracterizacién de los polimeros sometidos a lisis celular usando

nitrégeno liquido.
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Page 1 of 1

Figura 29: Espectroscopia infrarroja FT-IR “PF8-M80”, hinchamiento de 72 horas con agitacion

en frio.
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Figura 30: Espectroscopia infrarroja FT-IR “PF13-RGTAR” correspondiente al escaldo de medio reactor,
hinchamiento de 48 horas con agitacion en frio.
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Page 1 of 1
Figura 31: Espectroscopia infrarroja FT-IR “PF14-RGTAR” correspondiente al escaldo de medio reactor,
hinchamiento de 48 horas con agitacion en frio.
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Figura 32: Espectroscopia infrarroja FT-IR “P31-RGTAR” correspondiente al medio reactor restante de la
PF 14 el cual se sometio a proceso habitual de disrupcion celular.

Caracterizacion HE5

HE5 NIP 1430 50 MG /L PBS
HES NIP 1430 50 MG /L PBS, 1,0180 mg

HES NIP 1430 PHI 7,53 50 MG/L MQ
430 PHI 7,53 50 MG/L MQ, 0,9900 mg

HES NIP 1430 PH 2,86 50 MG/L MQ
HES NIP 1430 PH 2,86 50 MG/L MQ, 1,0170 mg

\\‘—7¥
- 1 T _
—_— —
v
e e
Lab: METTLER STAR® SW 12.00

Figura 33: Electroforesis “SDS-PAGE” calorimetria diferencia de barrido “DSC” del polimero HES a
diferentes pH disueltos en PBS y MQ.
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Figura 34: Espectro del H-RMN del polimero HES5.

F:\LOTES IR\ABRIL\HES5 NIP 1544.0 17/05/2019 13:05:52
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Figura 35: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier “FT-IR” del polimero HES5.
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VII. Caracterizacion de la bio-tinta
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Figura 36: Electroforesis y espectro FTIR del polimero ZS-EI-ELR.
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Figura 37: Espectro del H-RMN del polimero ZS-EI-ELR.
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Figura 38: Espectro del MALDI-TOF del polimero ZS-EI-ELR.
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Figura 39: Representacion grdfica de la calorimetria diferencial para diferentes concentraciones del

polimero ZS-EI-ELR.
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Abreviaturas.

8. ABREVIATURAS

ADNC:
ARN:
Alg:

Alg-CaSOq:

ADN complementario.

Acido ribonucleico.

Alginato de sodio.

Hidrogeles compuestos del alginato de sodio y sulfato célcico.

Alg-Carr-CaSO4:  Hidrogeles compuestos de alginato de sodio, carrageno y

sulfato calcico.

ACI: trasplante autélogo de condrocitos, Autologous Chondrocyte Implantation.

Carr:
CaSO0a:
Cal AM:
CAD:

dsDNA:

DMSO:
DMEM:
dECM:
DSC:

ELR's:
EthD-1:
ECM:

FTIR:
FBS:

GelMA:

HLF:

IPSC:
ITT:

Lt:
LB:

nM:
nm:

min:
mL:

Carrageno.

Sulfato célcico.

Calceina AM.

disefio asistido por computadora.

Es unvirusen el que su material genético esta compuesto
por ADN de doble cadena y se replica usando una ADN
polimerasa dependiente del ADN, no usando el ARN como
intermediario durante la replicacion.

Dimetilsulfoxido.

Modificacion de Eagle del Medio Dulbecco.

Matriz extracelular des-celularizada.

Calorimetria diferencial de barrido.

Recombinameros tipo elastina.
Homodimero-1 de etidio.
Matriz extracelular.

Espectrofotometria de transformada de Fourier.
Suero fetal bobino.

Gelatin Methacryloyl, Metacrilato de Gelatina.
leucemia hepatica.

Células madre pluripotentes inducidas.
Temperatura de transicion inversa.

Litros.
Medio de cultivo Luria-Broth.

Nano molar.
Nanometro.

Minutos.
Mililitros.
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mA: Miliamperios.

Mg: Miligramo.

MQ: Agua destilada ultrapura.

MALDI-TOF: Espectrometria de masas, desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz.

PLGA: Acido lactico co-glicélico.

PLA: Poli (acido L-lactico).

PEG: Poli(etilenglicol).

PCL: Poli(e-caprolactona).

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato.

pb: Pares de bases, un par de bases mide alrededor de 3,4 A

rpm: Revoluciones por minuto.

RMN: Resonancia magnética nuclear de proton.

SDS: Dodecilsulfato de sodio.

Tt: Temperatura de transicion.

TFM: Trabajo de fin de méster.

TB: El medio Terrific Broth.

TEMED: Tetrametiletilendiamina.

Ts: Temperatura de la muestra.

Tr: Temperatura de referencia.

pL: Microlitro.

ug: Microgramo.

UM: Micro molar.
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