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Resumen

La Ingenieria de Tejidos es una disciplina de la biomedicina que,
combinando células, materiales y herramientas de la ingenieria, intenta disefiar
estructuras bioldgicas funcionales para sustituir, reparar o regenerar tejidos
dafiados. Su aplicacion genera nuevas alternativas de tratamiento para
pacientes con diferentes tipos de patologias, lesiones tisulares u organicas.

La ingenieria tisular emplea andamios con una estructura tridimensional,
que brindan soporte fisico para la creacion de un ambiente apto para el desarrollo
de funciones celulares como crecimiento, nutricion, migracion, proliferacion y
apoptosis, favoreciendo asi la neovascularizacion y la formacion de nuevos
tejidos. Estas matrices sostienen a las células vivas necesarias para dar origen
a un tejido funcional. Las sustancias utilizadas frecuentemente para la
construccion de andamios incluyen materiales poliméricos naturales, tales como
el colageno, debido a su adecuada biocompatibilidad.

Existen distintas formas de fabricacién de andamios, pero en los ultimos
afos, la impresion 3D ha surgido como alternativa para su obtencién, debido a
las ventajas que le otorga a nivel microestructural y mecanico. Cabe destacar
gue es de vital importancia evaluar la seguridad y la eficacia de los mismos para
asegurar su biocompatibilidad y la posibilidad de exportar su utilizacién en un
modelo humano.

En este proyecto integrador se disefiaron e imprimieron por extrusion
andamios de colageno obtenidos de piel porcina, respetando parametros
establecidos por norma ISO 10993, para evaluar su comportamiento fisico y
biolégico mediante ensayos in vitro e in vivo.

Los andamios resultantes de la impresion 3D demostraron capacidad para
mantener su estructura, morfologia, como asi también el diametro de hebras y
canales, que fueron de 687,93+67,44 um y 668,86+56,76 um respectivamente,
en los diferentes procesos y medios fisioldgicos. A través de un analisis con
microscopia Optica confocal y microscopia electrénica de barrido, se observaron
diversas poblaciones de microporos con tamafios entre 7,68 y 57,55 um y un
diametro minimo de fibra de 74,11 nm, adecuados para infiltracion y proliferacién
celular como asi también para neovascularizacion.

El porcentaje de solubilizacion en medio de cultivo a 37°C resulté de
41,55+3,35%, lo cual podria haber generado la reduccion significativa en altura
de los andamios sometidos a este ensayo. También, se analizé la porosidad e
hinchamiento de los mismos, mostrando valores de 91,53+0,41% vy
1102,79+20,96%, respectivamente.

Mediante ensayos de hemocompatibilidad, no se observaron cambios
morfolégicos significativos de globulos blancos en contacto directo con el
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material y el porcentaje de hemolisis fue del 0% de glébulos rojos en contacto
indirecto con los andamios.

Los extractos de los andamios impresos no fueron citotdxicos para células
Vero, lo cual permitio llevar a cabo el ensayo de adhesion celular in vitro e
implantacion in vivo. Mediante tincion con DAPI y microscopia de fluorescencia
se observo adherencia e infiltracion de células Vero. El ensayo de implantacion
en tejido subcutaneo de rata no demostré rechazo ni signos clinicos de
inflamacion. Mediante microscopia optica se evidencio infiltrado mononuclear y
fibroblastico, como asi también, angiogénesis y neoformacion de vasos en las
regiones de implantacion de andamios. A los 60 dias post implantacion, no pudo
ser reconocida la estructura del andamio tanto macroscépica como
microscépicamente. Esto puede deberse a una reorganizacion y/o reabsorcion
del andamio mientras el mismo es invadido por fibroblastos y células.

Estos resultados demostraron que los andamios de colageno de origen
porcino impresos 3D permitieron la invasion celular y de vasos sanguineos
cumpliendo asi condiciones necesarias de biocompatibilidad y biodegradacién,
siendo Utiles para aplicaciones médicas en ingenieria de tejidos.

Palabras Claves: Ingenieria de Tejidos; Andamios de colageno;
Impresion 3D; Implantacion in vivo; Biocompatibilidad.
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Abstract

Tissue Engineering is a biomedical discipline, which designs functional
biological structures to replace, repair or regenerate damaged tissues, combining
cells, materials and engineering tools. Its application generates new treatment
alternatives for patients with different types of pathologies, tissue or organic
lesions.

Tissue engineering uses scaffolds with a three-dimensional structure,
which provide physical support for the creation of an adequate environment for
the development of cellular functions such as growth, nutrition, migration,
proliferation and apoptosis, in consequence that produce neovascularization and
formation of new tissues. These matrix structures hold the living cells necessary
to give rise to a functional tissue. The substances used for the construction of
scaffolds include natural polymeric materials, such as collagen, due to their
adequate biocompatibility.

There are different ways of manufacturing scaffolds, but nowadays, 3D
printing has emerged as an alternative to obtain those, due to the advantages it
provides at the microstructural and mechanical level. It is important to stand out
that is necessary evaluate the safety and efficacy of these structures to ensure
their biocompatibility and the possibility of exporting their use in a human model.

In this work, the collagen scaffolds obtained from porcine skin, were
designed and printed by extrusion technology, respecting the parameters
established by ISO 10993 standard, to evaluate their physical and biological
behaviour through in vitro and in vivo tests.

Scaffolds resulting from 3D printing demonstrated the ability to maintain its
structure, morphology and the diameter of the strands and pores, which were
687.93+67.44 um and 668.86 + 56.76 um respectively, in different processes and
physiological means. Throughout the analysis with optical confocal microscopy
and scanning electron microscopy, it was observed several populations of
micropores with sizes between 7.68 and 57.55 ym and a minimum fiber diameter
of 74.11 nm, which are suitable for cell infiltration and proliferation, as well as for
neovascularization.

The percentage of solubilization in culture medium at 37°C was
41.55+3.35%, which could have generated a significant reduction in the height of
the scaffolds presented to this essay. In addition, the porosity and swelling of the
scaffolds analyzed, showing values of 91.53+0.41% and 1102.79+20.96%,
respectively.

The hemocompatibility test did not show significant morphological
changes in the white blood cells in direct contact with the material and the
percentage of hemolysis was 0%.
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The extracts of the 3D-printed collagen-based scaffolds were not cytotoxic
for Vero cells, which allowed the cell attachment in vitro assay and implantation
in vivo. With the staining with DAPI and the fluorescence microscopy, it was
observed adherence and infiltration with the Vero cell line. The implantation trial
in rat subcutaneous tissue showed no rejection or clinical signs of inflammation.
The observation with optical microscopy allowed observing cellular infiltration and
angiogenesis. Then, after 60 days of implantation, the structure of the scaffold
could not be recognized either macroscopically or microscopically. This may be
due to a reorganization of the scaffold while it is invaded by fibroblasts and
mononuclear cells.

These results demonstrated that 3D-printed collagen-based scaffolds
allowed cell and vessel invasion complying with necessary conditions of
biocompatibility and biodegradation, making them useful for medical applications
of tissue regeneration.

Key words: Tissue Engineering; Collagen-based scaffolds; 3-D Printing;
Implantation in vivo; Biocompatibility.
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1. Introduccion

El término Ingenieria de tejidos (IT) fue definido en 1988, en una reunién
de la Fundacion Nacional de Ciencias, por Salak y Fox como: “la aplicacion de
los principios y métodos de la ingenieria y de las ciencias de la vida, hacia el
conocimiento fundamental de las relaciones entre estructura y funcion en tejidos
de mamiferos normales y patolégicos; y el desarrollo de los sustitutos biolégicos
para recuperar, mantener o mejorar la funcionalidad de los tejidos” [1].

Es importante aclarar que para muchos autores dicho concepto es
sinbnimo de medicina regenerativa, pero para otros este término se refiere al uso
de tecnologia con células madres. También se considera que la IT solo
representa sustitucion de tejidos, y no reparacion o regeneracion [2].

La IT es un campo de investigacion multidisciplinario que involucra varias
areas: biologia celular y molecular, ciencias de los materiales, biorreactores,
bioingenieria, medicina, etc., que apuntan a mejorar o reemplazar funciones
bioldgicas [3]. Este campo utiliza andamios para proveer un ambiente apropiado
para la regeneracion de tejidos y 6rganos [4].

Esta disciplina se desarroll6 como una alternativa al trasplante de érganos
tradicional, debido a la escasez de estos o al rechazo inmunoldgico por parte de
los pacientes [5]. El objetivo central de esta practica es colocar sobre andamios,
células vivas cultivadas en un laboratorio, para su posterior implantacion; de esta
manera le permite al cirujano manipular el medioambiente local del tejido,
proporcionar una alternativa fisiol6gica 6ptima y una recuperacion mas rapida
del paciente [6].

En los ultimos afios, se han desarrollado multiples investigaciones que
abarcan, entre otros, tejidos como piel, sistema nervioso, sistema
osteomuscular, sistema cardiovascular y epitelio corneal. Dentro de estos, los
primeros en ser exitosamente reconstruidos con IT fueron la piel y el cartilago

[7].

La IT combina tres elementos durante su desarrollo que forman lo que se
llama “Triada de la Ingenieria de Tejidos”, que son:
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Biomateriales
Andamios

Ingenieria
de Tejidos

Biorreactores

Figura 1. Triada de los componentes utilizados por la IT.

Como se puede observar en la Figura 1, la triada esta compuesta por
células, sefales (provistas quimicamente por factores de crecimiento o
fisicamente por un biorreactor) y andamios, que actian como una plantilla para
la formacién de tejido permitiendo que las células puedan migrar, adherirse y
proliferar [2].

1.1.1 Aplicaciones de la IT

Existen diferentes maneras de trabajar en la IT, de las cuales podemos
mencionar las siguientes:

a) Implantando células, que fueron previamente aisladas o cultivadas,
y pueden manipularse de acuerdo a las necesidades especificas
del paciente.

b) Estimulando in situ la regeneracion tisular implantando andamios o
inyectando sustancia de tejido inductor sobre el tejido lesionado.
Para ello se requiere la purificacion de las moléculas que inducen
el tejido y/o de métodos de entrega apropiados.

c) Incorporando células y biomoléculas en andamios, luego llevarlos
a un biorreactor, para cultivar in vitro (en el interior del andamio),
logrando un disefio con cierto grado de funcion antes de su
implantacion en el cuerpo [3].

Teniendo en cuenta lo explicado anteriormente, se puede clasificar a las
aplicaciones de la IT en dos grandes campos:
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v Aplicaciones terapéuticas: donde el tejido crece dentro o fuera
del paciente y luego se trasplanta.

v Aplicaciones diagnoésticas: el tejido se fabrica in vitro y se utiliza
para evaluar parametros como toxicidad, patogenicidad, entre otros

[8].

Cabe destacar que la necesidad de materiales en IT nacio
fundamentalmente para el tratamiento de heridas en las cuales hay pérdida de
dermis y epidermis [9]. Estos materiales pueden beneficiar a pacientes con
quemaduras, Ulceras crénicas y aquellos que requieren cirugia reconstructiva
[10]. La mayoria de los biomateriales en uso clinico se basan en colageno natural
0 extraido.

Los desafios clinicos se concentran en el uso de biomateriales que
combinados con esquemas terapéuticos cumplan con determinados requisitos,
como la promocion de la cicatrizacion, el mantenimiento de una lesion aséptica,
la regeneracion del tejido epitelial a través del mecanismo de induccién y
conduccion, el mejoramiento de los métodos de cultivo celular, el aumento de la
tasa de neovascularizacién, el desarrollo de una respuesta segura y que
permitan generar andamios que resistan la contraccion y la fibrosis [5, 10].

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional, no celular,
presente en todos los tejidos y 6rganos que estabiliza su estructura fisica e inicia
mecanismos bioquimicos y biomecanicos necesarios para la morfogénesis,
diferenciacion y homeostasis celular. Se considera un componente extracelular
multifuncional fundamental que participa en la morfologia, supervivencia,
desarrollo, migracion y en las relaciones inter e intra celulares de un tejido [11].

La MEC esta formada por una sustancia base o amorfa, similar a un gel,
compuesto por biomacromoléculas que incluyen moléculas muy diversas,
secretadas localmente y ensambladas en una red compleja en intima asociacion
con la superficie celular, que resisten las fuerzas de compresion y tension. El
agua contenida en ella permite el intercambio rapido de nutrientes y productos
de desecho transportados por el liquido extracelular a medida que se filtra a
través de la sustancia base [12].

Esta estructura organica esta compuesta principalmente por 3 clases de
moléculas:

1. Proteinas estructurales: como el colageno y la elastina.

2. Proteinas especializadas: entre ellas se destacan fibrina,
fibronectina, laminina, entre otras.
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3. Proteoglicanos: estan compuestos de una proteina central a la
cual se unen cadenas largas de unidades de disacaridos repetitivos
llamados glicosaminoglicanos (GAGs), formando asi compuestos
complejos de alto peso molecular [13].

La siguiente figura muestra de manera esquematica la composicion
estructural de la matriz extracelular, de acuerdo a los elementos mencionados
anteriormente;:

Hul
el Membrana

plasmdtica

Fioras de citoesquelato
(ftvas de estrés de aclina
y Mamentos intermedios)

Gicoproteina superlicie celular

Fibrilla de
colgenc

hialurdnico

Figura 2. Principales componentes de la matriz extracelular. Las fibras de colageno vy las fibras elasticas
son requeridas para resistencia a la traccion y elasticidad, respectivamente. La sustancia base amorfa esta
formada por proteoglicanos, glicoproteinas adhesivas, y el polisacarido acido hialurénico. La matriz
extracelular esté unida al citoesqueleto a través de proteinas de la membrana plasmética [14].

1.3 Andamios

Como se mencion6 anteriormente, un andamio es una estructura que
provee soporte a células o moléculas y promueve la formacion de tejidos.

El objetivo principal del uso de andamios es proporcionar una plantilla
temporal, la cual se degrada por completo cuando las células se diferencian en
un tejido similar al huésped. Estas estructuras deben tener una arquitectura y
resistencia adecuadas para cumplir con sus funciones principales, que son [15]:

e Brindar un sustrato de adhesion para las células que facilite la
funcién, proliferacién o diferenciacién celular y, a su vez, permitir la
infiltracion de vasos.

e Proveer soporte mecanico temporal para el crecimiento de tejido
nuevo con una orientacién de estructura 3D.
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e Guiar el desarrollo de tejidos nuevos con una funcién determinada

[16].

1.3.1 Categorizacion de los andamios

Los andamios para IT se pueden clasificar en tres categorias:

Fibrosos

La estructura y didmetro
de lafibra puede afectar el
comportamiento celular, y
el tamafo del poro de la
matriz regula la
organizacion celular. Pero
estos son de dificil control
y caracterizacion [17].

Porosos

Son muy efectivos en el
crecimiento celular para la
creacion de tejidos
funcionales y proveen un
area de superficie grande
para la adhesion celular.

Hidrogeles

Estos son geles hechos
de cadenas de polimeros
que se hinchan en
soluciones acuosas,
pueden ser naturales o
sintéticos, y se fabrican
mediante la formacion de
una red de polimero unido
covalentemente [18].

Pueden imitar facilmente
la MEC, ya que esta
consiste en proteinas
fibrosas en nanoescala
[19].

La porosidad e
interconectividad de los
poros es importante para
la infiltracion de células
huésped y la
neovascularizacion [20].

Son mecanicamente
estables, faciles de
deformar y contienen un
componente sdlido,
coloidalmente dispersado
con cadenas largas vy
ramificadas; y un
componente liquido
dispersante [21].
Funcionan solo como
soporte celular, se suelen
modificar quimicamente
para permitir la adhesion
de células a su estructura.

Tabla 1. Clasificacion de andamios para IT segun su estructura: fibrosos, porosos e hidrogeles.

1.3.2 Requerimientos en la fabricacion andamios

1.3.2.1 Biocompatibilidad

El primer criterio que debe cumplir un andamio es ser biocompatible, debe
ser capaz de permitir la adhesion celular, el funcionamiento normal, la migraciéon
de células sobre la superficie y, eventualmente, a través del andamio para
comenzar a producir la nueva MEC antes de que se degrade el mismo [4].

1.3.2.2 Biodegradabilidad

El objetivo de la IT en la fabricacidbn de andamios biodegradables, es
permitir que las células del cuerpo puedan reemplazar el andamio implantado.
Es por ello que debe asegurar que las células produzcan su propia MEC [22].
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Los subproductos de la degradacion no deben ser toxicos y tienen que poder
eliminarse del cuerpo sin ocasionar problemas sobre otros érganos. Esto se logra
combinando una respuesta inflamatoria con una infusién controlada de células,
como por ejemplo de macréfagos. EI campo de la inmunologia tiene un papel
importante en esta area [23, 24].

1.3.2.3 Propiedades Mecanicas

El andamio debe tener propiedades mecéanicas consistentes con el sitio
anatomico donde seré implantado, y desde una perspectiva practica, debe ser lo
suficientemente fuerte para permitirle al cirujano su manipulacién durante la
implantacion. Si bien varia de un tejido a otro, y al usar un biomaterial u otro, se
busca un balance entre las propiedades mecanicas y la porosidad para permitir
infiltracion celular y vascularizacion, los cuales son claves para el éxito de
cualquier andamio [4].

1.3.2.4 Arquitectura del andamio

Los andamios deben tener una estructura interconectada y gran porosidad
para asegurar la penetracion celular y una adecuada difusion de nutrientes hacia
las células que conforman a los mismos y a la MEC. Ademas, esa estructura
debe permitir evacuar los productos de desechos fuera de la misma y los
productos de degradacion de manera que puedan ser eliminados del cuerpo sin
interferir con otros 6rganos y tejidos [25, 26].

Uno de los problemas importantes es la degradaciéon del centro de los
andamios debido a su falta de vascularizacion; también es importante el tamafio
de los poros, ya que estos deben ser lo suficientemente grandes para permitir
que las células migren dentro de la estructura pero, a su vez, ser lo
suficientemente pequefios para establecer una superficie grande (con densidad
de ligando minima) para permitir la union eficaz de un nimero critico de células
al andamio [27, 28]. De acuerdo a investigaciones recientes, se ha demostrado
qgue un tamafio de poro minimo de 250 um aproximadamente, favorece el
crecimiento de vasos sanguineos en comparacion con poros mas pequefios [29].
Ademas, una gran porosidad no conduce a una mayor vascularizacion, debido a
que la migracion y filtracion celular podria verse inhibida si existe poca
interconectividad entre dichos poros [30].

1.3.2.5 Tecnologia de fabricacién

Para que un andamio en particular sea clinicamente y comercialmente
viable, debe tener un costo efectivo y debe ser posible su fabricacién en
pequefios lotes de produccion en el laboratorio [31]. Un factor importante es
poder determinar como el producto va a ser entregado y cOmo va a estar
disponible para los profesionales de la salud.
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Los andamios pueden estar producidos de diferentes maneras y de
distintos materiales, de acuerdo a los requerimientos de disefo, y para ello se
utilizan técnicas convencionales o métodos con procesamientos avanzados [15].
Algunas de las formas de fabricacion se basan en la evaporacion de solventes,
lixiviacion de particulas, inversion de fase, autoensamblado molecular,
tecnologia de fabricacion textil, espumado por gas, separacion de fases,
emulsificacion y liofilizacion, prototipado rapido (con impresion 3D),
electrohilado, entre otros [21].

1.3.2.6 Biomateriales

Un biomaterial es definido como “un material que interactua con sistemas
bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o
funcién del cuerpo” [18].

En la fabricacién de andamios se utilizan diversos biomateriales, que son:
ceramicos, polimeros sintéticos, polimeros naturales y metales; todos estos
poseen ventajas y desventajas, es asi que suelen utilizarse andamios
compuestos formados por diferentes fases [4]. Entre las caracteristicas a
destacar de estos materiales se pueden mencionar las siguientes:

v/ Ceramicos: se caracterizan por tener una alta rigidez mecanica,
muy baja elasticidad, y una superficie dura y quebradiza. Desde el
punto de vista 6seo, poseen excelente biocompatibilidad debido a
su similitud quimica y estructural con la fase mineral del hueso. Los
ceramicos son utilizados para la regeneracion 6sea, ya que pueden
desencadenar la diferenciacién y proliferacion de los osteoblastos
[32, 33]. Estos materiales en la IT estan limitados en uso, debido a
gue a pesar de que poseen una alta resistencia a la compresion,
su resistencia a la tension es baja. Ademas, poseen altas
temperaturas de fusién, baja conductividad eléctrica y térmica [21],
y se caracterizan por ser dificiles de implantar dado su disefio [34].
Ejemplos de estos son hidroxiapatita y fosfato tricélcico.

v Polimeros sintéticos: estos materiales tienen mucho éxito ya que
pueden ser fabricados con una arquitectura a medida, y las
caracteristicas de degradacion se pueden controlar variando el
polimero o su composicion [35, 36, 37]. Sus desventajas radican en
el riesgo de ser rechazados debido a su reducida bioactividad.
Ejemplos de polimeros sintéticos son el poliestireno, acido poli-I-
lactico, acido poliglicélico, y acido polilactico glicdlico; la
degradacion de alguno de estos se realiza por hidrdlisis, lo cual
produce CO2 que disminuye el pH local y genera la necrosis del
tejido [38].
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v Polimeros naturales: a diferencia de los sintéticos, estos son
biolégicamente activos y promueven una excelente adhesion
celular y un buen crecimiento. Ademas, son biodegradables,
permitiendo que las células del huésped, con el tiempo, produzcan
su propia MEC y reemplacen al andamio. Sus limitaciones radican
en su dificil produccién y en propiedades mecéanicas que dificultan
su uso. Ejemplos de estos son el colageno, varios proteoglicanos,
sustratos basados en alginato y quitosano [21].

v Metales: estos son empleados por sus buenas propiedades de
conductividad eléctrica y térmica, como asi también, por sus
propiedades mecanicas. A pesar de sus excelentes caracteristicas,
su principal desventaja es la de no cumplir funciones de estructura
soporte para interaccion con células producto de su baja
degradabilidad en ambientes biolégicos [21].

v/ Andamios compuestos: como se mencioné antes, la fabricacion de
andamios formados por una sola fase de material conlleva varios
inconvenientes, por lo que muchas veces son reemplazados por
andamios compuestos por varias fases, incluyendo ceramicos,
polimeros sintéticos y/o naturales, como asi también, metales, para
aumentar sus capacidades biolégicas y combinar ventajas de
varios materiales [39, 40].

El colageno es uno de los materiales mas empleados como componente
para la fabricacion de andamios en la IT. Posee propiedades como
biocompatibilidad y biodegradabilidad, por lo que es bien tolerado por el
organismo, favorece la infiltracién de células e induce la reparacion de tejidos
[41]. Es la proteina estructural mas abundante que se puede encontrar presente
en los mamiferos [42].

El colageno es un péptido de triple hélice [43]. Forma parte de los
principales elementos constructivos de la MEC de los tejidos conectivos tales
como la piel, los huesos, el cartilago y el tenddn [44]. Su funcion principal es
proporcionar soporte estructural y flexibilidad para el tejido en el que esta
presente, también atrapa muchos factores necesarios para el mantenimiento y
la regeneracion tisular. La mayoria de este colageno se encuentra en forma
fibrilar insoluble, comunmente como estructuras largas, esbeltas, cilindricas y
conicas [44].

1.4.1 Estructura quimica del colageno

La unidad estructural basica de una fibra de colageno responde a una
molécula trimérica con una estructura secundaria tridimensional: el
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tropocolageno, que consiste de tres cadenas polipeptidicas a levégiras con 3
residuos por vuelta aproximadamente [45]. Las cadenas a se entrelazan entre
si, formando una superestructura de triple hélice orientada en la direccion de giro
hacia la derecha. De esta manera, constituyen una molécula de colageno fibrilar.
Las moléculas pueden ser homotriméricas, si se presentan tres cadenas a
idénticas, o heterotriméricas si estas cadenas difieren, de acuerdo al tipo de

colageno [46].

Las secuencias helicoidales triples presentan una estructura tipica
compuesta por la repeticion periodica Gly-X-Y, donde X e Y pueden ser cualquier
aminoacido, pero en su mayoria son prolina e hidroxiprolina [43]. En el siguiente
esquema se puede apreciar lo descrito anteriormente:

a. Fibrilla

’

Zona de brecha___- ,/~~ Zona de Superposicion

w’—,a[ 040) __ o=y
\ ,_—;.‘\'.'

" . Molécula '

o de coldgeno
e— 300nm(44D) "3
’ SSSSSESses >

_=="d Hélice triple TR, :

10,4 nm (0,15 D) >

) e - llz
Secuencia tipica  / = a
de las cadenas 1,74 nm ———.Hidroxiprolina
alya2 P

Figura 3. Diagrama que ilustra las caracteristicas moleculares de una fibrilla de colageno tipo | en orden de
detalle estructural creciente. a) La fibrilla colagena exhibe bandas transversales con una periodicidad (D)
de 68 nm (distancia que hay entre las bandas que se repiten). b) Cada fibrilla estd compuesta por moléculas
de colageno dispuestas en forma escalonada. c) Cada molécula tiene unos 300 nm de longitud y 1,5 nm de
diametro. d) La molécula de colageno es una hélice triple. e) La hélice triple estd compuesta por tres
cadenas alfa. Cada tercer aminoacido de la cadena alfa es una glicina. La posicion X que sigue a la glicina
con frecuencia corresponde a una prolina y la posicion Y que precede a la glicina a menudo corresponde a
una hidroxiprolina [47].

Actualmente se han clasificado 28 tipos diferentes de colageno [42]. Todos
ellos tienen una triple hélice caracteristica, pero la longitud de la hélice, el tamafio
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y la naturaleza de la porcion no helicoidal varia de un tipo a otro. Entre estos
ejemplares se destacan el colageno tipo I, II, Ill, IV, V [48] y el colageno con una
triple hélice discontinua [49].

El colageno tipo | se encuentra predominantemente en piel, tendon y
hueso y es el mas utilizado en aplicaciones de la IT [50]. Cabe destacar que las
principales fuentes de colageno reportadas para aplicaciones biomédicas han
sido cuero vacuno, intestinos y piel de cerdo, tendon bovino y piel de pescado
[51, 52].

Las cadenas que componen a la molécula de este material tienen 300 nm
de longitud, 1,5 nm de diametro y forman 3 subunidades enrolladas, dos cadenas
a1 (I) y una cadena a2 (). El extremo de una molécula se extiende 67 nm mas
alld de la de su vecino, con espacios de aproximadamente 35 nm entre los
extremos de moléculas sucesivas como puede observarse en la Figura 4. Cada
cadena consiste de 1050 aminoacidos caracteristicamente enrollados entre si en
una hélice triple con rotacion hacia la derecha [53, 42].

Las ventajas que otorga el coldgeno como material para la fabricacién de
matrices se basa principalmente en su compleja estructura jerarquica. De esta
manera, es posible su adaptacion a cada nivel, otorgandole una variedad de
propiedades de acuerdo a su funcion correspondiente. Muchas de estas
propiedades se derivan de la organizacion estructural dentro de una fibrilla,
donde la organizacion axial y lateral, como asi también, la topologia de las
moléculas de colageno asegura fuertes interacciones intermoleculares y enlaces
cruzados [54]. Ademas, es una proteina que ofrece gran adhesién celular y
contiene multiples secuencias de péptidos que son organizadas por integrinas
receptoras sobre la superficie celular [50].

Cadenas Cadenas Enlaces cruzados
ceyll) wgdl) covalantes

Figura 4. Tipico conjunto escalonado de moléculas de tropocolageno en la fibrilla de colageno. Los
telopéptidos participan en el enlace cruzado covalente [14].

1.4.2 Caracteristicas biologicas del colageno

El coldgeno es conocido por presentar caracteristicas biolégicas
relacionadas a su baja inmunogenicidad comparada con otras proteinas [55]. Se
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ha supuesto que la antigenicidad del colageno es inexistente a causa de la
similitud en la secuencia de aminoacidos entre especies [39].

Esta proteina ha sido investigada ampliamente, gracias a sus buenas
propiedades biolégicas, como adhesion y diferenciacion celular, ademas de su
biocompatibilidad. Tiene una estructura relativamente estable debido a la
formacién de enlaces covalentes cruzados entre sus fibrillas. Sin embargo,
presenta las desventajas tipicas de los polimeros naturales, tales como la
variacion entre lotes, asi como la restriccion para el disefio de dispositivos 0
elementos con propiedades mecanicas especificas. La naturaleza proteica del
colageno determina su biodegradabilidad [21, 49].

1.4.3 Funciones del colageno

Su funcién principal es brindarle al organismo el armazén o matriz de
sustento en la que toman forma los oOrganos y tejidos, siendo ademas
responsable por la firmeza, elasticidad e integridad de las estructuras [44].
Conjuntamente, proporciona proteccion a la piel al inhibir la absorcién de toxinas
y agentes patdgenos. Ademas, tiene un papel fundamental en las funciones
biologicas de una célula (supervivencia celular, proliferacion y diferenciacion),
ayuda a la reparacion de huesos o vasos sanguineos dafiados y mantiene la
integridad estructural [49].

En la siguiente tabla se detallan caracteristicas del colageno como
biomaterial para distintas aplicaciones:

Otras caracteristicas

Propiedades

Aplicaciones

Material de soporte “ideal”
para estudios in vitro e in
Vivo . Produccién  de
andamios con bajo
potencial antigénico para
las aplicaciones de la piel,
los huesos y los tendones,
empleando procesos de
esterilizacion para inactivar

Mediante la promocion de
la reticulacion 'y la
autosegregacion en su
estructura molecular se
pueden mejorar las
propiedades  mecanicas,

Se pueden fabricar en
diversas formas, tales

aumentar la velocidad de
degradacion, asi como
otras propiedades como
alta afinidad con el agua,
baja citotoxicidad,
antigenicidad, excelentes
propiedades biologicas y
fisicoquimicas.

virus y priones. A partir de
andamios electrohilados,
se crean apositos para
heridas temporales o
permanentes, en la
ingenieria de tejido
vascular y regeneracion ex
vivo de reemplazos
dérmicos. Crecimiento de
tejidos como el hueso vy el
cartilago.

como geles, peliculas,
laminas, discos, esponjas,
granos o] materiales
compuestos.

Tabla 2. Propiedades, aplicaciones y caracteristicas del colageno [21].
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La bioimpresion se define como un proceso de transferencia asistido por
computadora para modelar y ensamblar materiales biologicos, sean celulares o
no, con una organizacion de apilamiento capa por capa para producir estructuras
que simulen diferentes tejidos del organismo con el objetivo de ser utilizadas en
medicina regenerativa y otros estudios bioldgicos [56]. Esta técnica es una forma
de prototipado rapido y permite la produccion de estructuras o andamiajes
ordenados tanto externa como internamente. Dicha forma de producir andamios
otorga ventajas vinculadas a la posibilidad de poder fabricar matrices definidas y
especificas [57].

Comprende el disefio del modelo del andamio mediante la utilizacién de
un software CAD (Computer-Aided Design), que luego se refleja en la impresion
mediante una serie de capas. En correspondencia con cada corte de seccion
transversal del prototipado rapido, se establece una capa de material que
comienza desde la parte inferior y se mueve hacia arriba, una capa por vez, para
la creacion de los andamios [58].

Presenta ventajas sobre otras técnicas de fabricacion ya que permite
controlar la arquitectura de la matriz de manera mas eficiente. Logra modificar
de acuerdo a la funcion destinada la forma, el tamafio, la interconectividad, las
ramificaciones, la geometria y la orientacion, para poder ofrecer una estructura
similar a la organica. Ademas, presenta la capacidad para controlar propiedades
mecanicas, efectos bioldgicos y degradacion cinética de los andamios [59].

Sin embargo, las desventajas que presenta esta técnica estan vinculadas
con la baja resolucién de impresion de los sistemas actuales y la eleccion del
tipo de material polimérico usado [59].

Esta tecnologia emergente estd cambiando ampliamente el enfoque
tradicional de la fabricacién de andamios en la IT. A diferencia de la impresién
convencional, la bioimpresion 3D implica consideraciones adicionales, tales
como la eleccion de materiales (tipos de células y la composicion del hidrogel
gue las contendra) y parametros técnicos relacionados, como la sensibilidad de
las células a la impresién y la integridad mecanica del andamio a imprimir [60].

Existen distintos métodos de impresion que han intentado solucionar
diferentes problematicas relacionadas con la falta de precision en la colocacion
de las celdas, la densidad celular limitada, la necesidad de solventes organicos,
las dificultades en la integracion de la red vascular, como asi también, la
interconexion insuficiente.

La clasificacion de los métodos de bioimpresion pueden observarse en la
figura 5. Ademas, se presenta un resumen esquematizado de las técnicas de
bioimpresién, mencionadas anteriormente, en la figura 6:
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Figura 5. Técnicas de bioimpresion de acuerdo a los métodos utilizados: inyeccion de tinta, laser y extrusion
[57].
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Figura 6. Tres tecnologias principales de bioimpresion: (a) bioimpresién asistida por laser; (b) bioimpresion
de inyeccion de tinta; (c) bioimpresion de extrusion [61].

1.5.1 Bioimpresion basada en extrusion

La bioimpresion basada en extrusion es una combinacion de un sistema
dispensador de fluidos accionado de modo neumatico o mecénico (por piston o
impulsado por tornillo) y un sistema robético automatizado para la impresion [62].

La tinta se inserta generalmente en jeringas de plastico desechables y es
dispensada en el sustrato receptor.

De acuerdo al modo de accionamiento, se identifican caracteristicas
diferentes. La deposicion accionada por pistbn generalmente proporciona un
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control mas directo sobre el flujo de la tinta a través de la boquilla. Los sistemas
impulsados por tornillo pueden proporcionar un mayor control espacial y son
beneficiosos para dispensar biogeles con mayor viscosidad [63]. Sin embargo,
pueden generar mayores caidas de presion a lo largo de la boquilla, siendo
potencialmente dafinos para el caso de incluir células en la tinta.

Por otro lado, la principal ventaja de un sistema accionado
neumaticamente son los diversos tipos y viscosidades de tintas que pueden
dispensarse ajustando la presion y el tiempo de activacion de la valvula de salida
[64]. Esta técnica proporciona una integridad estructural relativamente mejor
debido a la deposicion continua de filamentos y presenta el beneficio de poder
imprimir una amplia gama de materiales.

Las matrices basadas en coldgeno han tenido un uso generalizado, y
existe evidencia considerable que avala su uso clinico [65, 66]. Muchas
investigaciones se han reportado sobre el empleo de coladgeno, como material
para la construccion de andamios, ya sea como proteina nativa o en su forma
desnaturalizada [67, 68, 69, 55], en sistemas de liberacién de drogas, esponjas
para quemaduras y heridas, mini-pellets, tabletas para entrega de proteinas y en
nanoparticulas para realizar reparto genético [70, 52]. Ademas, se han utilizado
como sutura quirdrgica, agentes hemostaticos, y en IT como matrices para
cultivo celular e injertos de reemplazo [43].

Se ha reportado la utilizacion de andamios de colageno en cirugias, vasos
sanguineos artificiales y valvulas cardiacas [43], debido a la baja
inmunogenicidad, estructura porosa, buena permeabilidad, biocompatibilidad y
biodegradabilidad que presentan [49]. Es asi que todas estas caracteristicas
posicionan al colageno como un biomaterial prometedor para el empleo en IT.

Sin embargo, se encontraron reportes cuyo objetivo fue modificar
determinadas propiedades de los andamios, vinculadas con su resistencia
mecénica, sus caracteristicas de liberacion mediante entrecruzamiento o
combinacion de biopolimeros para optimizar su utilizacion en determinados
contextos clinicos como, por ejemplo, para mejorar su estabilidad estructural tras
hidratacion.

Se ha utilizado colageno bovino tipo | para crear andamios porosos como
medio de soporte para regenerar los tejidos de la vejiga en un modelo
experimental de extrofia vesical [5, 6], y como soporte celular en la induccion del
proceso de restauracion de tejido miocardico, mostrando excelentes resultados
[6]. Investigaciones sobre andamios de colageno fabricados a partir de piel de
tiburén, permitieron el crecimiento de fibroblastos dérmicos humanos en estudios
in vitro. Ademas, se observd que esas células conservaron la orientacion
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organizada en forma de huso al cultivarse sobre la matriz de colageno empleada
como soporte [71].

Por otro lado, andamios de colageno con una porosidad mayor al 90% y
tamarfios de poro entre 100 y 150 um, se utilizaron como soporte para guiar la
regeneracion axonal y/o reparacion de nervios lesionados del sistema nervioso
central y periférico [72], como asi también, en aplicaciones en tejidos como
tenddn [73], ligamento [74], cartilago [75], injertos vasculares [76], hueso [77] y
piel [78]. En esta Ultima, se ha destacado el uso de distintas matrices de
nanofibras electrohiladas debido a la facilidad para ajustar sus propiedades tales
como la humectabilidad, lo cual mejora la adhesion y evitan la acumulacion de
fluidos en la interfaz tejido-andamio. Estas ya existen en el mercado y se utilizan
principalmente como injertos, favoreciendo la regeneracion tisular [21].

Entre los distintos métodos de fabricacion, el electrohilado es una técnica
gue permite el soporte y crecimiento celular. Matthews et. al. [79] y Bowlin et al.
[80] mostraron que los colageno tipo I, Il y Il podrian formar fibras que son
similares o incluso reproducir por completo las propiedades estructurales y
biolégicas de la MEC de coldgeno natural en condiciones O&ptimas.
Adicionalmente, se ha demostrado que la liofilizacion es otro método util para la
fabricacion de andamios de colageno [81].

1.6.1 Andamios de colageno fabricados con tecnologia 3D: una
alternativa para optimizar microestructura y reproducibilidad

Actualmente, la impresién 3D es uno de los métodos mas apropiados para
producir estructuras tridimensionales destinadas a usos biomédicos, tejidos y
organos. Como se menciono anteriormente, esta tecnologia permite obtener un
mayor control de la microestructura, y lograr una alta reproducibilidad de la
arquitectura, debido a que mejora de manera importante la capacidad de
controlar la distribucion, el tamafio, el volumen y la interconectividad entre los
poros. De esta manera, es posible disefiar estructuras capaces de imitar las
complejas organizaciones de la MEC, y asi proveer un microambiente para la
adhesién celular y posterior proliferacion, distribucion y diferenciacién, con la
capacidad de soportar el crecimiento celular y formacion de tejido [82].

Cabe destacar, que son escasos los trabajos encontrados que han
elaborado andamios integramente de colageno impresos con tecnologia 3D
como meétodo de fabricacion, debido a la baja viscosidad que presentan las tintas
de colageno puro [83]. Para remediar esto, en los ultimos afios se han utilizado
distintas estrategias para lograr la produccion de andamios de colageno
mediante impresion 3D, tales como impresion criogénica [83], entrecruzamiento
in situ [70], tintas hibridas [84] y soluciones de colageno con alta viscosidad [85].
Por otro lado, otros autores han combinado colageno junto a otros polimeros
tales como quitosano [86], agarosa [87], fibrina [84] y acido hialuronico [88].

Pagina 29 de 124



Caracterizacion fisica y biolégica de andamios impresos 3D de colageno obtenidos a partir de
piel porcina para uso biomédico

También, se utilizaron moldes negativos como un método indirecto de impresion
3D que permitio la fabricacion de andamios. Estos demostraron la capacidad de
soportar el crecimiento de células mesenquimales humanas in vitro por 4
semanas, y no han producido efectos citotoxicos en las células sembradas [89].
El método indirecto de impresion 3D tiene la capacidad de imprimir andamios
viables, y puede ser una alternativa Gtil y econémica para fabricar andamios a
escala de laboratorio en comparacion con la compra de una impresora 3D [90].

Se evidenciaron aplicaciones en tejido 6seo con andamios de colageno
tipo | y fosfato de calcio, impresos 3D, creados a bajas temperaturas. Los
resultados mostraron el poder osteoconductivo de la estructura, y el reemplazo
paulatino del andamio por la formacién de nuevo tejido. Bon Kang et al. [82]
demostraron que se pueden usar dos 0 mas tecnologias de impresion 3D o
combinarlas con otro método de fabricacion de andamios con el objetivo de
superar las limitaciones y crear una estructura 3D multifuncional. Ademas,
destacaron la importancia de desarrollar materiales como tintas que permitan
crear directamente dispositivos implantables como andamios biodegradables.

En proyectos integradores anteriores desarrollados en la céatedra de
Quimica Orgéanica y Biologica de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (Universidad Nacional de Cérdoba); se utilizaron materiales basados
en colageno para la fabricacion de andamios utilizando método de impresion 3D
con tecnologia de extrusion [91]. Se utilizoé tejido bovino (tenddn de Aquiles) para
la extraccion del colageno, que luego fue sometido a un protocolo de purificacion.
Los resultados obtenidos mediante electroforesis en gel de dodecil sulfato de
sodio y poliacrilamida mostraron que las bandas obtenidas correspondieron a las
cadenas a1, a2 y B con poca contaminacion de otras proteinas pequenas.
Ademas, las mediciones reoldgicas de las dispersiones de colageno (60 mg por
ml de PBS) a pH 7 revelaron una alta viscosidad y un comportamiento
pseudoplastico. De esta manera, se obtuvo un gel de colageno apto para la
impresion de andamios [92]. Conjuntamente, se desarrolld una impresora 3D
simple, versatil y de bajo costo, que permitié la impresiéon de andamios de
colageno a pH 7. Estos ultimos, presentaron una porosidad superior al 90%, un
porcentaje de hinchamiento de 1400% aproximadamente, y no evidenciaron
signos de citotoxicidad para linea celular Vero ni para NIH 3 T3. También se
observd la microestructura mediante microscopia electronica de barrido y su
comportamiento luego de dos semanas en cultivo celular a 37° C. De esta
manera, se obtuvieron andamios de colageno impresos 3D que mantuvieron su
estructura fibrilar sin necesidad de wusar un método adicional como
entrecruzamiento, electrohilado, tinta hibrida o bajas temperaturas.

Por otro lado, otro grupo de trabajo de la misma catedra, presenté un
protocolo de extraccién y purificacién de colageno tipo | de piel porcina para la
obtencion de tinta, y por medio de impresién 3D fabricaron andamios de
colageno [93]. Este método simple y econdmico, involucré una serie de
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tratamientos con soluciones acidas y basicas, que preservaron la integridad de
la estructura de las fibras, a diferencia de procedimientos enzimaticos
normalmente utilizados que pueden desnaturalizar la proteina. Mediante el uso
de espectrofotometria y electroforesis desnaturalizante, pudieron caracterizar y
cuantificar el colageno en proceso y mediante un estudio reométrico,
determinaron su viscosidad. Con estos parametros definidos, lograron obtener
una tinta que permitid una impresion por extrusion, con una homogeneidad y
estructura estable suficiente para la produccion de andamios tridimensionales.
Estos demostraron no ser citotoxicos y permitieron el crecimiento y la migracion
celular.

En la IT es esencial que se mantengan determinadas propiedades
mecanicas Yy bioldgicas de las estructuras en contacto con tejido para asegurar
la adhesién y proliferacion celular, y brindar una estructura funcional para el
cultivo e implantacién. De la misma manera, el grupo de trabajo perteneciente a
la catedra de Quimica Orgéanica y Bioldgica de la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales [92], mejoré mediante un tratamiento dehidrotermal algunas
caracteristicas de los andamios impresos. Aumentd la cantidad de enlaces
covalentes luego del tratamiento, como asi también, revel6 una mayor
resistencia a la enzima colagenasa por parte de los andamios de colageno
sometidos a un ensayo de degradacion enzimatica. Por otro lado, el ensayo de
hinchamiento demostr6 una disminucion en la absorciébn de agua de los
andamios entrecruzados, lo cual fue producto de un aumento de la densidad en
la red polimérica. Ademas, por medio de microscopia electrénica de barrido,
revel6 diferentes poblaciones de tamafios de poros, y no se evidencio
citotoxicidad para células NIH 3 T3.

De esta manera, los articulos descritos permiten concluir que los
polimeros naturales, como el colageno, representan una categoria principal de
materiales con potencial para el uso en la impresiéon 3D en la IT, y como este
meétodo de fabricacién se ha convertido en una herramienta prometedora para
fabricar andamios con una alta reproducibilidad y precision, creando asi
estructuras tridimensionales capaces de imitar caracteristicas de la MEC.

En este proyecto integrador se llevé a cabo una caracterizacion fisica y
biolégica de los andamios de colageno tipo | de origen porcino fabricados
mediante tecnologia de impresién 3D, por método de extrusion. Para ello, se
realizaron: analisis de solubilidad, porosidad e hinchamiento del material
impreso; evaluacién in vitro de la citotoxicidad y hemocompatibilidad segun
norma 1SO 10993; evaluacion de la adhesion celular a través de microscopia
Optica de fluorescencia, mediante tincion con DAPI; y valoracién de los efectos
locales y respuesta tisular de tejido subcutdneo tras implantacion de los
andamios en ratas. También, se evalu6 la composicién fisica de dichas
estructuras (tamafio de hebras y poros) sometidas a diferentes procesos, tales
como liofilizacion, inmersion en medio de cultivo, hidratacion con tampon fosfato
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salino (PBS) y cultivo celular; mediante lupa, microscopia 6ptica confocal y
microscopia electronica de barrido.
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2. Objetivos

En el presente Proyecto Integrador se tiene como objetivo general la
impresion de andamios de colageno de origen porcino mediante tecnologia de
impresion 3D por método de extrusion, y la caracterizacion fisica y biolégica de
estos mediante diferentes ensayos.

e Obtencidn de colageno e impresion de los andamios:
m Purificar coldgeno a partir de piel porcina con protocolo de
extraccion establecido.
m Imprimir andamios con tecnologia 3D por método de extrusion.

e Caracterizacion fisico-quimica de los andamios impresos:

m Evaluar estructura y dimensiones de los andamios, al ser
sometidos a distintos procesos: liofilizacion, inmersion en medio de
cultivo, hidratacion con PBS y posterior a la siembra de células en
su superficie, utilizando lupa con magnificacion X10 para verificar y
controlar parametros de disefio.

m Valorar composicion fisica (porosidad y estructura fibrilar) de los
andamios mediante microscopia optica confocal y microscopia
electronica de barrido.

m Realizar ensayo de solubilizacion a los andamios en medio de
cultivo a 37°C para evaluar comportamiento de los mismos en
condiciones fisiolégicas.

m Analizar porosidad e hinchamiento de los andamios impresos, para
evaluar el comportamiento estructural de los mismos.

e Caracterizacion biolégica de los andamios impresos:

m Caracterizar los andamios mediante ensayos de citotoxicidad
segun norma ISO 10993-5 y hemocompatibilidad in vitro de
acuerdo a ISO 10993-4.

m Evaluar la adhesion celular in vitro del material que compone el
andamio, utilizando microscopia de fluorescencia y empleando
tincion de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

m Evaluar efectos locales y respuesta tisular de tejido subcutaneo tras
ensayo de implantacién in vivo de los andamios de acuerdo norma
ISO 10993-6 en modelo animal (ratas Wistar).
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3. Materiales y Métodos

Se llevd a cabo el proceso de extraccion y purificacion de colageno de
origen natural. Se utilizé un método presentado anteriormente en un proyecto
integrador de la misma catedra [93], que es una modificacion del método de
Ghodbane et. al. [94].

Primero se selecciond la materia prima a utilizar; esta puede ser de
multiples origenes, pero lo recomendable es elegir una sola especie. Se extrajo
coldgeno de piel porcina, obtenida de un proveedor particular. A pesar de tener
gran contenido de grasa, la piel se encontr6 en buen estado, sin pelos ni
suciedades.

Se seccion6 dicho tejido en trozos pequefios, utilizando bisturies, tijeras y
pinzas quirdrgicas.

Los trozos de piel porcina se colocaron en un beaker con etanol al 70%
para su desinfeccion, y se preservaron en heladera. Luego de 24 horas se
comenzo el proceso de purificacion, pero previo a ello se colocaron las muestras
en frascos de 50 ml con agua destilada, se extrajo parte del material graso
excedente y se procesaron las muestras con un mixer para disminuir el tamafio
de los trozos de piel.

Posteriormente, el material se agité y se centrifugd a 2800 rpm (800xg)
por 15 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se lavaron con un conjunto
de soluciones siguiendo un procedimiento de 12 tratamientos con Fosfato de
sodio 0,211M (6 tratamientos); cloruro de sodio 0,48M (2 tratamientos); buffer de
citrato 0,225M con pH 3,7 (2 lavados) y acido acético 0,175M (2 tratamientos).
Cada uno de ellos tuvo una duracién de 24 horas, y a continuacion, se realizaron
4 lavados con agua bidestilada para eliminar residuos. Una vez terminado el
protocolo, se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones para eliminar el
sobrenadante y se dejé reposar en heladera durante 24 horas. Todo el
procedimiento se describe en la siguiente figura:
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Figura 7. Diagrama en bloques modificado del procedimiento de purificacién del tejido porcino y la obtencion
del colageno a utilizar en la impresion 3D.
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Una vez finalizado el tratamiento con &cidos y sales, se lavaron las
muestras con agua destilada. Se conservaron en freezer a -88°C, para su
posterior liofilizacion.

Figura 8. Protocolo de obtencion de colageno. (A) Piel de cerdo sin procesar obtenida de distribuidor
comercial. (B) Seccionado de la piel en trozos mediante la utilizacion de material quirdrgico. (C) Piel
seccionada. (D) Preparacion de tandas para posterior liofilizado.

Figura 9. Proceso de extraccion y purificacion de colageno. (A) Colocacion de material con fosfato de sodio
0.211M durante 6 lavados. (B) Muestras en proceso de purificacion. (C) Disminucion de trozos mediante la
utilizacion de mixer. (D) Agitacion de muestra para posterior lavado. (E) Extraccién de material graso en la
superficie. (F) Aglomeracién de trozos de material que muestran una correcta purificacion del mismo.
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3.2 Preparacion de tinta para impresion

Al finalizar la extraccion y purificacion del colageno, se procedio a liofilizar
el material obtenido. Para ello se utilizo el equipo liofilizador (CHRIST — Alpha 2-
4 LD) con el que cuenta la planta piloto del ICTA (Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los alimentos) de la ciudad de Cérdoba-Argentina, durante un
tiempo promedio de 30 horas a -90°C y una presion de vacio de -1 atm.

Continuando con el procedimiento, el material liofilizado se seccioné en
trozos lo més finos posibles, utilizando bisturies vy tijeras quirdrgicas para evitar
su contaminaciéon. Con el fin de hacer polvo dicho material, se utilizd6 una
procesadora (Atma LM8524E, 400W). Una vez procesado, se tamizd cuatro
veces mediante la utilizacion de dos mallas de red de distintos didmetros de
poros (0,7 y 0,5 mm respectivamente), para obtener un tamafo reducido de
particulas y asi evitar posibles obstrucciones durante el paso por la jeringa
extrusora utilizada por la impresora 3D. Se rehidraté con acido acético y se
homogeneiz6 pasandolo por jeringas de 21G, con el objetivo de conseguir una
tinta con una viscosidad e imprimibilidad 6ptima.

Figura 10. (A) Reducciéon de tamafio del material liofilizado. (B) Procesado y tamizado de material de
colageno. (C) Hidratacion con acido acético y trasvase por jeringa para comprobar viscosidad de la hebra
para posterior impresion.

3.3 Impresion de andamios

De acuerdo a trabajos integradores anteriores [93, 95, 92] y considerando
los lineamientos establecidos para el tamafio del implante sugerido por la norma

Pagina 38 de 124



Barezzi, Franco Gastén
Gonzalvez, Ana Belén

ISO 10993-6, se disefid el andamio a utilizar en los ensayos in vivo segun los
siguientes parametros:

e Tamafio de andamio: 7 mm de largo x 4 mm de ancho x 4 mm de
alto.

e Diametro de hebra (H): 0,7 mm.
e Diametro de poro (P): 0,6 mm.
e Distancia de paso de la jeringa durante la impresion:

La distancia entre el centro de una hebra y la siguiente equivale al
paso de la jeringa durante la impresién y se calcula de la siguiente
manera:

H H
Paso de la jeringa = el + P+ 7= 1,3mm

Foérmula 1. Paso de la jeringa para la impresion, donde H es el diametro de la hebra y P el diametro de poro.

Como se establecio el largo del andamio en 7 mm y el paso de la jeringa
resulté de 1,3 mm, entonces se pudo calcular la cantidad de hebras a imprimir
en sentido transversal de la siguiente manera:

Cantidad de hebras en sentido transversal = ——— =54 =

Formula 2. Cantidad de hebras a imprimir en sentido transversal que componen a cada capa del andamio
disefiado.
Luego, considerando que el ancho para imprimir se eligi6 de 4 mm,
entonces la cantidad de hebras a imprimir en sentido longitudinal resulto:

Cantidad de hebras en sentido longitudinal = ———— = 3,1 =

Formula 3.Cantidad de hebras a imprimir en sentido longitudinal que componen a cada capa del andamio
disefiado.

Considerando una altura de 4 mm, sugerida por normativa de ensayos de
implantacion, y teniendo en cuenta que resultados anteriores de impresion
mostraron una altura media de 3 mm con una estructura de 4 capas, se
establecio imprimir 8 capas para alcanzar la altura del andamio generado en este
proyecto integrador. Se presenta en figura 11, un esquema con los parametros
de impresion y el render que se utilizé para imprimir los andamios.
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Figura 11. (A) Estructura del nuevo disefio basado en norma ISO 10993-6. (B) Render del disefio de
impresion de los andamios provisto por el equipo LifeScience.

Para llevar a cabo la impresion, se utiliz6 una impresora de extrusion
(sistema de impresion 3D para investigacion BP03) fabricada por LifeScience
(Cordoba - Argentina) con una resolucion igual a 500 um en los ejes X e Y (0,514
+0,019 mm diametro interior de la aguja), y en el eje Z una resolucién de 1 mm,
para evitar el contacto de la capa inferior con la aguja, cuando se encuentra
trabajando en la capa superior. Debido a la elevada viscosidad de la tinta, se
aplicé un retraso de tiempo entre una deposicion de material y la siguiente, para
asegurar una salida efectiva del mismo. Se destaca el patrén de movimiento
recorrido por la jeringa en forma de “S” [92]. También cabe mencionar que la
empresa cuenta con instalaciones que cumplen con condiciones de asepsia,
temperatura ambiental y condiciones de esterilizacion, la cual se aplico a los
andamios, posterior a su impresion.

Se anexa el informe de impresion 3D con materiales no convencionales
otorgado por LifeSI al momento de la impresion en el apartado Anexo 7.1
“Informe de impresion 3D”, donde se especifican los parametros, el sistema de
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impresion, el render, los descartables utilizados durante la impresién y
observaciones realizadas.

3.5.1 Liofilizacion de andamios

La liofilizacion es un proceso que tiene como objetivo separar el agua (u
otro solvente) de una disolucion mediante congelacion y posterior sublimacion
del hielo a presion reducida. Es el proceso més inocuo para secar productos y
es el mejor método para secar compuestos organicos o inorgéanicos sin alterar
Su composicion cualitativa o cuantitativa. Este método permite la preservacion
de estructuras inestables en una solucion, otorgandoles mayor estabilidad y
resistencia. En el caso de los andamios, otorga una distribucién de poros
extremadamente irregular y un elevado grado de variacién en el tamafio de los
mismos, pudiendo asi obtener estructuras porosas, reproducibles y homogéneas
de forma repetida con elevadas interconectividad de poros, porosidad y area de
la superficie [96]. Varios autores han reportado el empleo de esta técnica en
andamios de colageno, resaltando la viabilidad del proceso [97, 98, 99].

El proceso de liofilizacion se realiza en vacio y a baja temperatura y asi,
por ejemplo, es posible evitar la desnaturalizacion de las proteinas [100].

En nuestro proyecto integrador, al finalizar la impresién de los andamios,
se procedi6 a liofilizar el material obtenido. Se utilizé el equipo con el que cuenta
la planta piloto del ICTA mencionado anteriormente; durante un tiempo promedio
de 7 horas con condiciones de temperatura de -90°C y presion de vacio de -1
atm para realizar dicho proceso. Posteriormente, los andamios fueron colocados
en freezer a -4°C para su posterior utilizacion en los distintos ensayos.

3.5.2 Inmersioén e hidratacion de andamios en distintos medios
fisiologicos

Para evaluar cuales son los cambios que sufren los andamios a nivel
estructural ante la inmersion en un determinado medio fisiolégico, se los sometié
a dos estudios: inmersion en medio de cultivo e hidratacion con PBS.

Luego de que los andamios fueron liofilizados, se sometieron dos
muestras a un proceso de hidratacion con PBS durante 24 horas. El tampon
fosfato salino o buffer fosfato salino es una solucion tampdn o buffer empleada
en la investigacion bioldgica, bioquimica y de inmunologia diagnéstica. Es una
solucion acuosa y salina que contiene cloruro sddico, fosfato sédico, cloruro de
potasio y fosfato de potasio. Su osmolaridad y concentracion de iones (Cl, Na*
y K*) es muy semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos. Mientras
que los grupos fosfato mantienen el pH estable, la osmolaridad coincide con la
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del cuerpo humano (isotdnico). Se trata de una solucion isotdnica, es decir, la
concentracion de soluto es igual dentro y fuera de la célula; no es toxica para las
células de los mamiferos, y su pH es de 7,4 [101].

Luego se tomaron otras dos muestras y se colocaron en medio de cultivo
Dulbecco Modified Eagles Minimal Essential Medium o “DMEM” (Gibco,
Invitrogen, Auckland, NZ), la cual es una férmula modificada que permite el
crecimiento celular in vitro proporcionando los nutrientes esenciales requeridos
por la célula. Se colocaron durante una semana a 37°C para evaluar el
comportamiento de las estructuras ante la simulacion de condiciones fisiologicas
(pH, temperatura y concentracion de iones y solutos) a las cuales estarian
sometidos en el caso de que estuvieran implantados in vivo. Se extrajo el medio
de cultivo, y se procedié a llevar mediciones de la estructura resultante mediante
la utilizacion de calibre vernier, lupa X10 y fotos de las mismas.

3.5.3 Cultivo celular in vitro sobre los andamios

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que
permiten el mantenimiento de las células in vitro, permitiendo el méximo
desarrollo de sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas. En este
proyecto integrador, el cultivo celular fue realizado por el Laboratorio de
Biocompatibilidad del Instituto de Investigaciones Biologicas y Tecnoldgicas
(IBYT, CONICET-UNC). Para ello, los andamios sometidos a cultivo fueron
esterilizados en etanol al 70% durante 12 horas, y expuestos a luz ultravioleta
por 15 minutos. Posteriormente, cada uno de los andamios fue colocado en una
placa de polietileno de 24 pocillos y se sembraron con células epiteliales Vero
(densidad 10.000 células/andamio). Dichas células, fueron cultivadas en medio
de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (PAA,
Pasching, Austria), 4mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ), 4mM
de Piruvato de sodio (Sigma, St Louis, EE.UU.), 10.000 pl/ml de penicilina y
10.000 pg/ml de estreptomicina a 37°C en una atmosfera humidificada de 5% de
COz2 en aire, siendo este cambiado cada tres dias.

El periodo de cultivo tuvo una duracién de 7 dias. Se procedio a medir los
andamios en contacto con células mediante la utilizacion de calibre, lupa X10 y
fotos de éstos para evaluar una posible contraccion de poros y del diametro de
las hebras. Luego, se evalué la adherencia y la migracién celular mediante
tincion con DAPI, y microscopia 6ptica de fluorescencia (como se explica mas
adelante, seccion 3.9).
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3.6 Medicion de las dimensiones de los andamios con el disefio
paraimplantacion

Una vez impresos los andamios, y sometidos a los distintos procesos (sin
liofilizar, liofilizado, inmersién en diversos medios fisioldgicos y cultivo celular) se
procedio a relevar las dimensiones de los mismos para evaluar parametros de
disefio. Se empleo calibre vernier (Silver Shadow) con precision de 0,05 mm, y
se realizaron 3 mediciones para cada una de las muestras analizadas. Los
resultados fueron expresados como media + error estandar asociado.

Figura 12. (A, B) Medicion de lados del andamio. (C) Medicion de alto del andamio.

Mediante el uso de lupa con un aumento de X10 y camara fotografica
(Samsung, 13 Mpx) se obtuvieron imagenes magnificadas para posterior analisis
de las dimensiones de las hebras y poros de los andamios. Se evaluaron 3
imagenes de cada uno mediante software ImageJ (National Institutes of Health,
USA). Los resultados se expresaron de acuerdo a parametros presentados en
apartado 3.16 “Presentacion de Resultados y Analisis Estadistico”.

3.7 Evaluacién de los andamios mediante Microscopia Optica
Confocal

Este analisis se llevo a cabo en el Laboratorio de Microscopia Electronica
y Analisis de Rayos X (LAMARX, FAMAF, UNC) utilizando un microscopio 6ptico
confocal (OLYMPUS LEXT OLS4000) con diferentes magnificaciones. Dicho
equipo se encuentra automatizado y utiliza un laser de 405 nm que tiene un
diminuto “spot”. Permite capturar imagenes 3D y realizar mediciones de alta
resolucién de microgeometria de superficies rugosas. Su resolucion espacial
(plano x-y) esta definida por la longitud de onda del laser, y su resolucion en el
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eje Z alcanza los 10 nm. Dado a sus caracteristicas, permite analizar superficies
blandas como materiales bioldgicos, es por ello que se elige su utilizacion.

Se obtuvieron imagenes de los poros y hebras de los andamios
establecidos previamente en el disefio de impresion, como asi también, una
representacion tridimensional de una porcién de la estructura. Ademas, se
lograron imagenes superficiales que mostraron la porosidad del material
empleado para la construccion de los andamios.

Este ensayo, al igual que el anterior, fue realizado en el LAMARX,
utilizando un microscopio de barrido electrénico (FE-SEM Zigma) a 3KV. Este
microscopio de alta resolucion junto con su sistema 6ptico permite obtener un
gran campo de visién con magnificaciones desde 12X a 900.000X.

Previo a realizar el ensayo, las muestras fueron metalizadas en vacio con
cromo. Con ello, se obtuvieron imagenes de las fibras internas que componen al
material biolégico y los microporos resultantes. Posteriormente, las imagenes
fueron medidas con ImageJ para obtener medicion de las dimensiones de dichos
microporos y fibras.

DAPI es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones
enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN. Su estructura quimica

es la siguiente:
\ NH
‘ N NH
H 2

NH,

Figura 13. Estructura quimica del marcador DAPI [102].

Es utilizado ampliamente en la microscopia de fluorescencia. DAPI no
puede pasar a través de la membrana celular, debido a eso, las células deben
ser permeabilizadas y/o fijadas para que el colorante pueda entrar en su interior
y unirse al ADN. Este se asocia con el surco menor del ADN de doble cadena,
con preferencia por los grupos de adenina-timina.

Cuando DAPI se une a ADN bicatenario su maximo de absorcion es a una
longitud de onda de 358 nm (ultravioleta) y su maximo de emision es a 461 nm
(azul). Por lo tanto en la microscopia de fluorescencia, el material tratado con
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DAPI es excitado con luz ultravioleta para después ser detectado a través de un
filtro azul/cian [102].

En primer lugar, se observo la adhesion de las células Vero a los
andamios usando microscopia de fluorescencia con tincion DAPI para visualizar
el ndacleo celular. Para ello, se cultivaron los andamios con estas células durante
7 dias, y posteriormente se lavaron cuidadosamente con PBS. Luego, las células
unidas a los andamios se fijaron con solucion de paraformaldehido al 4%, se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en PBS, y se incubaron con DAPI a
temperatura ambiente durante 10 minutos cada paso. Finalmente, se observaron
todos los andamios en un microscopio Nikon Eclipse TE2000-U (Tokio, Japon)
con un filtro de fluorescencia (rango 340-360 nm) para DAPI, con el cual se
obtuvieron imagenes a un aumento X20.

3.10 Ensayo de solubilizacién en medio de cultivo a 37°C

Como se mencion6 en el apartado 3.5.2 “Inmersiéon e hidratacion de
andamios en distintos medios fisioldgicos”, se utilizd el procedimiento descrito
alli para proseguir con el ensayo de solubilizacién. Una vez retirado el medio de
cultivo, y registradas las mediciones de tamafo de los andamios, se lavaron
cuatro veces con agua destilada para extraer residuos del medio de cultivo que
afecten los resultados del ensayo. Luego las muestras se dejaron secar 24 horas
en estufa, también a 37°C. Seguidamente, se tomo el peso de los mismos con
balanza analitica (por triplicado). Asi, el porcentaje de degradacion, fue
determinado con el peso residual de los andamios, y fue expresado como
porcentaje del peso inicial de los mismos.

Figura 14. Registro de los pesos de los andamios luego del secado en estufa, con balanza de precision.
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La cantidad de agua que puede absorber un determinado material en
relacion a su peso seco esta definida por su capacidad de hinchamiento. La
evaluacion de esta propiedad se lleva a cabo mediante la realizacion de un
método gravimeétrico convencional [103]. Para ello, se procedi6é a registrar en
balanza analitica los pesos secos (Ps) de los andamios sometidos a proceso de
liofilizacion. Posteriormente, se colocaron en reposo durante 24 horas en PBS a
temperatura ambiente. Una vez trascurrido el periodo de ensayo, se pesaron
nuevamente las estructuras, previo escurrimiento de liquido excedente. De esta
manera, se determind el peso humedo (Pn) y se obtuvo el porcentaje
correspondiente. Esta evaluacion se llevé a cabo por triplicado en cada andamio
sometido a analisis.

A continuacion, se presenta la ecuacion utilizada para determinar el
porcentaje de hinchamiento (%H):

Py

N

Foérmula 4. Ecuacion que permite calcular el porcentaje de hinchamiento (%H) a través de la relacion
porcentual entre el peso humedo (Ph) y peso seco (Ps) de los andamios ensayados.

Este analisis consisti6é en registrar con balanza analitica los pesos en seco
(P1) de los andamios a sometidos a ensayo. Posteriormente, se colocaron en
etanol durante 24 horas y luego de un proceso de secado a temperatura
ambiente, se registraron sus pesos (P2) nuevamente. El porcentaje de porosidad
(%P) fue medido utilizando la absorcion y evaporacion del etanol en el material
de acuerdo con la siguiente ecuacion [104]:
(PZ - P1)51

%P = x 100
P16, + (P, — P1)6;

Férmula 5. Ecuacion que permite calcular el porcentaje de porosidad del andamio inmerso en PBS.

Donde 8, y §, representan las densidades del colageno (1,21 g/ml) y del
etanol (0,79 g/ml) respectivamente [78].

Los ensayos de citotoxicidad in vitro se incluyen como primera fase en los
estudios de evaluacion de biomateriales. Este ensayo permite estudiar el
potencial efecto toxico de un biomaterial sobre un tipo determinado de células
[105]. Dicho andlisis constituye una via rapida para obtener informacién valiosa
gue contribuye con la bioseguridad del material en analisis.
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Este ensayo de citotoxicidad se realiz6 mediante ensayo de Bromuro de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol o “MTT”. Se basa en la reduccion
metabdlica del MTT. Este es un compuesto perteneciente a la familia de sales
de tetrazolio, soluble en agua y con color amarillo. Es captado por las células y
reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su estado
insoluble: formazan, formando cristales de color violeta insolubles en agua,
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. No
obstante, éstos pueden disolverse con isopropanol.

A

1\

+

Br-

Figura 15. Representaciéon quimica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).
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Figura 16. Reduccion del MTT a Formazan.

Ny

De esta manera, es posible cuantificar la cantidad de MTT reducido
gracias a la utilizacion de un método colorimétrico que permite identificar el
cambio de coloracion, de amarillo a azul, como consecuencia de la reaccion. La
capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una
medida de la viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de las células
de reducir el MTT a formazan después de su exposicion al extracto del constructo
a evaluar, permite obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto que
se evalua.

En nuestro proyecto integrador, se evalu6 la viabilidad de células
expuestas a extractos de los andamios. Este fue realizado por el Laboratorio de
Biocompatibilidad del Instituto de Investigaciones Biologicas y Tecnoldgicas
(1IByT, CONICET-UNC). Se utilizé el protocolo de evaluacién propuesto por la
norma ISO 10993-5 [106], empleando extractos de las muestras, de acuerdo a
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los lineamientos propuestos segun norma ISO 10993-12 [107].

Los extractos se prepararon mediante incubacion de los andamios en
DMEM durante 72 horas a una temperatura de 37°C, en una relaciéon de 1,25
cm? de material por ml de DMEM. Se utilizaron 4 diluciones de los extractos: 25,
50, 75y 100%. Diez mil células Vero de origen epitelial sugeridas por la norma
fueron colocadas en una placa multipocillo de 96 en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (PAA, Pasching, Austria), 4 mM de
L-Glutamina (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ), 4 mM de Piruvato de Sodio
(Sigma, St. Louis, USA), 10.000 unidades/ml de penicilina y 10.000 pg/ml de
estreptomicina. La placa fue incubada a 37°C en atmosfera humeda con 5% de
CO2 durante 24 horas para la formacion de una monocapa de células.
Posteriormente, dicho medio de cultivo fue retirado y se les adiciond las
diferentes diluciones del extracto de cada andamio. Esta practica se realizé por
triplicado.

El control positivo utilizado en este ensayo consistio de una solucion de
Fenol al 0,2%. Mientras que, el control negativo fue un extracto de polietileno de
alta densidad realizado en una relacién de 6 cm? de material por ml de DMEM.
Ambos fueron realizados por sextuplicado.

Luego de 24 horas el extracto fue retirado de la placa y se observo la
morfologia celular mediante microscopia convencional para comprobar cambios.
A continuacion, se determin0 la viabilidad celular. A todas las muestras
ensayadas se les agregé MTT con una concentracion final de 1Img/ml en PBS y
fueron incubadas a 37°C durante una hora y media.

Se utilizé un lector de microplacas (MultiskanSpectrum, ThermoScientific)
para leer las distintas absorbancias de las muestras a una longitud de onda de
595 nmy el porcentaje de viabilidad celular se obtuvo como la relacion porcentual
entre la absorbancia (densidad o6ptica, DO) de las células tratadas, y la
absorbancia de aquellas células crecidas en condiciones Optimas de cultivo
(células blanco).

absorbancia de las células tratadas

%Viabilidad Celular = x 100
pliabilidad Celular = = cia de las células blanco

Formula 6. Ecuacion que permite calcular el porcentaje de viabilidad celular.

Los ensayos de hemocompatibilidad se utilizan para determinar los
efectos producidos por un producto médico o sus componentes, cuando durante
su utilizacién, entran en contacto directo o indirecto con la sangre [108]. Se
entiende por hemdlisis a la destruccion de los hematies o globulos rojos de la
sangre que va acompafiada de liberacion de hemoglobina [109].
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Existen dos maneras para cuantificar dicho evento: por métodos directos
0 indirectos. Ambos determinan la hemolisis debida a las interacciones fisicas y
quimicas con los eritrocitos. En el caso de los métodos directos, esta se
determina mediante el contacto directo con el material, mientras que en los
indirectos, el contacto es a través de un extracto del mismo. La norma ASTM F
756-00 es especifica para los ensayos de las propiedades hemoliticas de
materiales (principalmente debidas a factores quimicos), pero no es suficiente
para el ensayo de productos sanitarios completos [110].

En su forma mas simple, para suspensiones muy diluidas de eritrocitos en
contacto con materiales de ensayo, la hemodlisis se registra a menudo como un
porcentaje de la hemoglobina que ha sido liberada en el plasma sobrenadante
normalizado por la hemoglobina total que existia disponible al comienzo del
ensayo, equivalente a la siguiente ecuacion:

concentracién de hemoglobina libre

% Hemolisis = 100

X
concentracion de hemoglobina total

Formula 7. Ecuacion que se utiliza para calcular el porcentaje de hemdlisis.

Si todos los eritrocitos presentes al comienzo del experimento resultan
destruidos, existe un 100% de hemdlisis [111]. Esto se traduce en una
disminucién significativa en la cantidad de hematies, lo cual compromete la
capacidad de transportar oxigeno que puede resultar en un dafio a nivel de
organos o tejidos.

Los efectos bioldgicos que se evalluan mediante la realizacidon de este tipo
de ensayos corresponden a la verificacion de propiedades hemoliticas, de
coagulacion, trombosis, e inmunoldgicas (sistema de complemento).

El ensayo de hemocompatibilidad realizado en este proyecto integrador
fue llevado a cabo por el Laboratorio de Biocompatibilidad del Instituto de
Investigaciones Biologicas y Tecnoldgicas (IIByT, CONICET-UNC). Se utilizaron
como documentos de referencia, los protocolos de evaluacion de morfologia de
glébulos blancos por contacto directo y hemdlisis in vitro por contacto indirecto,
propuestos por las normas 1SO 10993-4 [110] y ASTM F 756-00.

3.14.1 Evaluacion de Morfologia de Glébulos Blancos

Las condiciones de ensayo que se utilizaron para evaluar morfologia de
glébulos blancos se estipulan a continuacion:

e Tipo de contacto: directo.

e Sangre entera anticoagulada con &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) con los controles seroldgicos pertinentes y con
consentimiento de los donantes para ser usada en los presentes
estudios (Banco de Sangre de la Universidad Nacional de Cérdoba)
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procesada inmediatamente después de la donacién.

Condiciones del ensayo: 1 mg del objeto de ensayo/ml de sangre
se incubo durante 3 horas a 37° C por triplicado (M1, M2, M3).

Control Positivo: 0,2 g de latex/1 ml de sangre entera se incubd
durante 2 horas a 37° C por triplicado (CP1, CP2, CP3).

Control Negativo: PEHD (Polietileno de alta densidad) 30 micrones
en una relacion de 6 cm?/ml de sangre entera (espesor < 0,5 mm)
se incubo durante 2 horas a 37°C por triplicado (CN1, CN2, CN3).

Tincién de May Griinwald-Giemsa: de cada tubo (M 1-3, CP 1-3,
CN 1-3) se prepararon, tifileron y contaron bajo microscopio optico
tres frotis sanguineos. También se realizaron y tifieron cinco frotis
sanguineos a tiempo cero.

3.14.2 Evaluacion de Hemalisis in vitro por contacto indirecto

Las condiciones de ensayo que se utilizaron para evaluar hemadlisis in vitro
por contacto indirecto se detallan a continuacion:

Tipo de contacto: indirecto.

Sangre entera anticoagulada con EDTA con los controles
seroldgicos pertinentes y con consentimiento de los donantes para
ser usada en los presentes estudios (Banco de Sangre de la
Universidad Nacional de Cordoba) procesada inmediatamente
después de la donacion.

Condiciones de extraccion: 1 mg del objeto de ensayo/ml de buffer
fosfato salino libre de calcio y magnesio (PBS-CMF) se incubd
durante 72 horas a 37°C. En el caso del control negativo, el extracto
se ejecut6é con una relacion de 6 cm?/ml de PEHD (espesor < 0,5
mm). Se realizaron tres extractos y cada muestra se efectudé por
triplicado.

Condiciones de ensayo: 7 ml de PBS-CMF y 1 ml de sangre diluida
(Hemoglobina 10 mg/ml) por 3 horas a 37°C. Se ensayaron seis
muestras de tres objetos de ensayo distintos pertenecientes al
mismo lote y a cada una se le cuantificd6 por triplicado la
concentracion de hemoglobina.

Control Positivo: 7 ml de agua bidestilada estéril y 1 ml de sangre
diluida se incubaron durante 3 horas a 37°C. Se realizaron tres
tubos de control positivo y la cuantificacion de hemoglobina se
determind por triplicado en cada tubo. No se pudo contar cien
células en los preparados, es asi que se realizd el conteo
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diferencial de cincuenta y se multiplicé por dos cada subpoblacion.

e Control Negativo: Se realizaron tres tubos de control negativo y la
cuantificacion de hemoglobina se determiné por triplicado en cada
tubo.

e Blanco: Incubaciéon de 7 ml de PBS-CMF con 1 ml de sangre diluida
durante 3 horas a 37°C. Se realizaron tres tubos de control positivo
y la cuantificacion de hemoglobina se determiné por triplicado en
cada tubo.

e La concentracion de hemoglobina se determind usando el método
colorimétrico para cuantificacion de hemoglobina como cianuro de
hemoglobina (HEMOCIN-B, Brizuela-Lab) en un espectrofotometro
a 540 nm.

El porcentaje de hemolisis se calcul6 segun la siguiente férmula:

Amuestra - Ablanco Acontrolne ativo Ablanco
Indice hemolitico = g

0,844 ASangre diluida — Ablanco 0,844 Asangre diluida — Ablanco

Foérmula 8. Ecuacion que permite obtener el indice hemolitico y determinar el grado hemolitico de la
muestra en analisis.

El grado hemolitico se determina segun la siguiente tabla:

indice hemolitico Grado hemolitico

0-2 % No hemolitico
2-5% Levemente hemolitico
>59% Hemolitico

Tabla 3. Indice hemolitico con su correspondiente grado hemolitico segiin norma 1SO 10.993-4.

3.15 Ensayo in vivo: implantacion subcutanea de andamios en
modelo animal rata Wistar

3.15.1 El modelo animal en investigaciones biomédicas

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las
ciencias biomédicas. Se define como “cualquier especie animal que se mantiene
bajo condiciones determinadas y se utiliza con fines cientificos” [112]. Son
usados como modelos para investigar y comprender las causas, diagndstico y
tratamiento de enfermedades que afectan al humano y a los animales, ademas
de sus importantes aportes en la docencia biolégica y en el desarrollo,
produccion y control de medicamentos, alimentos, materiales y otros insumos,
donde en muchos casos hasta la fecha son insustituibles [113].

Es necesario destacar que las comisiones de ética de experimentacion
animal piden el uso de técnicas alternativas, siempre que sea posible, asi como
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la reduccién del nimero de animales y el refinamiento de los procedimientos de
experimentacion que minimice el sufrimiento de estos lo maximo posible. Todos
los experimentos fueron realizados de acuerdo a las pautas éticas del Comité
Institucional del Cuidado y uso de Animales de la Facultad de Ciencias Exactas
Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Cordoba, siguiendo las pautas
establecidas por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) para el cuidado y uso
de animales de Laboratorio.

3.15.2 Roedores: implicancias de uso

El raton en la investigacion junto con las ratas y otros roedores (cobayos,
hdmsteres y gerbos), son los mamiferos més utilizados en la investigacion
biomédica alrededor del mundo [114]. Debido a su pequefio tamafio, facil
manipulacion, su disposicién y bajo costo de mantenimiento, lo hacen el animal
ideal para la investigacion [115]. Ademas de que se puede disponer de una gran
cantidad de cepas con caracteristicas especificas, deficiencias genéticas
espontaneas o inducidas que representan un buen nimero de enfermedades
humanas [114].

3.15.3 Ensayo relativo a los efectos locales después de la
implantacion

La aplicacién del ensayo in vivo en este proyecto integrador consistio en
la implantacién subcutanea de los andamios impresos y la evaluacion de la
respuesta del tejido causada, de manera local, por la muestra de ensayo y por
los materiales de control.

El objetivo del ensayo fue evaluar la evolucién de la respuesta del tejido
desde la implantacion de las muestras hasta su integracion final o
resorcién/degradaciéon [116]. Si bien la norma 1ISO 10993-6 [117] no trata sobre
la toxicidad sistémica, carcinogenicidad, teratogenicidad o mutagenicidad; el
ensayo proporciona una nueva percepcion sobre dichas propiedades. Esta
norma establece cuales son los animales destinados a esta tarea y los sitios de
implante.

Actualmente, la implantacion subcutdnea en modelos de animales
pequefios se usa en pruebas preclinicas para evaluar la reactividad inmune y la
capacidad de recelularizacion [118]. Ademas, permite la observacion de una
respuesta inflamatoria, y el avance de angiogénesis.

La mayoria de los estudios de implantacion reportados emplean esta
técnica de implantacion en la cual colocan el biomaterial debajo de la piel sin
fijacion [119].
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Particularmente, en nuestro ensayo, se utilizaron ratas machos de la cepa
Wistar de 3 meses de edad siguiendo los lineamientos establecidos por la norma
utilizada.

Los animales fueron donados por el Instituto de Investigacion Médica
Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC-CONICET - UNC) de la ciudad de Coérdoba
y se trasladaron al bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (FCEFyN - UNC), para trabajar bajo la supervisién de la catedra de
Fisiologia Humana, que nos brindo las instalaciones para llevar a cabo el ensayo.
Los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales constantes de
temperatura (20°C+2°C), y ciclo luz - oscuridad (12:12) comenzando la fase de
luz a las 7:00 hs, con disponibilidad de agua y comida ad-libitum.

El sitio de implantacion elegido fue la region subcutanea dorsal, a los
lados de la linea media. Se utilizaron 6 animales considerando que la norma
establece un minimo de 3. Los mismos presentaron un peso de 494+14 gramos
y una temperatura corporal promedio de 35,9+0,1 °C. Con respecto a la duracion
del ensayo, se programé un total de 4 y 8 semanas desde el dia de la cirugia
respectivamente, realizando la eutanasia de los animales al final de cada
periodo, para comparar la respuesta del tejido en diferentes espacios
temporales.

Ademas de lo mencionado anteriormente, se siguieron los lineamientos
estipulados por la norma, la cual especifica las condiciones quirdrgicas
necesarias. Entre ellas cabe mencionar:

e Anestesia general.

e Desarrollo de una cirugia que siga buenas condiciones de asepsia
y de forma que minimicen el traumatismo en el sitio de implante,
esto implica que previo a la cirugia se rasure o afeite la zona donde
se coloca el material en analisis.

e Aplicacién de desinfectante en la piel expuesta.

e Se debe asegurar que el implante no entre en contacto con el pelo
del animal.

e Al finalizar la cirugia se cierra la herida con sutura o grapas
quirurgicas.

Luego de la implantacion, se observéd y registré el estado de salud de los
animales, siguiendo condiciones éticas con respecto al cuidado de los mismos.
Esto se realiz6 con un registro en planillas de signos vitales del animal, como
temperatura y peso; y también se registraron valores cualitativos como
comportamientos anomalos, inspeccion visual de edemas, hematomas, etc.
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Para poder llevar a cabo una cirugia siguiendo las pautas establecidas
por la norma ISO 10993-6 y respetando las normas éticas de manipulacion con
animales, se presentd ante el CICUAL (Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales en el Laboratorio) una solicitud de permiso explicando el
ensayo a realizar. En el Anexo 7.2 “Informe presentado a CICUAL para
realizacion de ensayo de implantacion” se detalla el informe presentado con las
condiciones requeridas por dicho ente regulador y la correspondiente resolucion
aprobada.

3.15.4 Consideraciones Pre-quirurgicas

Para planificar el procedimiento quirdrgico, nos basamos en los
lineamientos dados por la norma ISO 10993-6 [117] y reportes consultados [120].
Se realiz6 una cirugia de prueba con una de las ratas. En un principio, se planted
realizar dos incisiones en la regién dorsal sobre la linea media del animal, para
la posterior colocacion subcutanea de los andamios a cada lado de dichos cortes.

Durante 15 dias previos a cada cirugia, se registraron valores de
temperatura corporal rectal de cada animal para obtener una temperatura media
antes de la realizacion del ensayo, para después comparar con los registros de
temperatura post implantacién del material.

Todos los procedimientos fueron registrados con una camara Sony Zeiss
mediante fotografias y videos.

3.15.5 Cirugia de prueba: Estudio Piloto

El animal utilizado fue una rata macho Wistar de 344 gramos y 72 dias de
edad. Para respetar condiciones de asepsia, se rasuré y desinfecté el area
quirdrgica con Povidona lodo. Se le aplicé hidrato de cloral al 6% intraperitoneal
(0,7 ml/100 gramos de peso corporal) como anestesia. Se realizaron dos
incisiones, y se procedio con la implantacion de los andamios mediante punto de
sutura con Vicryl 4/0. Una vez finalizado el procedimiento, se cerraron las heridas
mediante puntos sueltos con Vicryl 5/0. Se administr6 profilaxis antibiética y 0,7
ml de analgesia intramuscular (Meloxicam 2 mg/kg de peso corporal cada 24
horas durante los dos primeros dias) para el postoperatorio. El proceso
quirargico total dur6 un tiempo de dos horas y fue registrado mediante fotografias
y videos. El estado clinico del animal fue evaluado y controlado por un periodo
de dos semanas hasta su eutanasia, en la cual se ensayo el procedimiento de
extraccion y fijacion del andamio con el tejido circundante.
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Figura 17. Cirugia piloto. (A) Animal de prueba anestesiado. (C, D) Limpieza y desinfeccién de la regién a
intervenir. (E) Cortes en los laterales de la linea media dorsal. (F, B) Colocacion del andamio suturado. (G)
Sutura de la piel.

3.15.6 Procedimiento quirudrgico

Se seleccionaron 16 andamios (de la tanda impresa con el tamafio
sugerido por norma) previamente liofilizados y esterilizados en el laboratorio de
la FCEFyN. Los materiales de cirugia utilizados fueron pinzas de diseccion,
tijeras de mayo, bandeja de acero inoxidable, porta agujas mayo, entre otros.
Ademas, se utilizaron gasas, algodén, guantes de latex y alcohol etilico al 96%.
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Anestesia

Limpieza y
desinfeccién

Implantacion

Cierre

Analgesia

Figura 18. Procedimiento para implantacion de andamio o esponja en ratas Wistar.

1. Anestesia: hidrato de cloral al 6% intraperitoneal, 0,7 ml/100g de
peso corporal.

2. Limpiezay desinfeccion de la zona a intervenir: para mantener
condiciones de asepsia se rasurd la zona dorsal del animal a
ambos lados de la linea media. Para desinfectar en la regién de la
piel previo a realizar el corte, se utilizd6 antiséptico/desinfectante
Povidona lodo (Pervinox).

3. Implantacién: considerando los resultados obtenidos con la
cirugia de prueba, se disefié el siguiente modelo de implantacion:
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Figura 19. Esquema de implantacién de andamios en rata.

Se decidi6 colocar 4 andamios por animal, situados 2 a cada lado de la
linea media dorsal. Los dos situados en el lado derecho fueron suturados con un
punto que traspaso el masculo, de manera que quedaron fijados, y el corte que
se realizé fue lo suficientemente grande para poder suturar y manipular el
andamio. Mientras que los dos del lado izquierdo, fueron colocados sueltos, en
un corte con forma de “bolsillo”.

En el caso de las ratas control, el material utilizado como implante fue una
esponja de colageno comercial marca Helistat, obtenida a partir del tendon flexor
profundo de los bovinos, conocido como tenddén de Aquiles. Es una esponja
absorbente suave, blanca, flexible y no friable. Debido a su caracteristica de
esponja coherente no friable, la aplicacion de esta estructura hemostética en el
sitio donde se desea la hemostasia se controla facilmente [121]. En uno de los
animales controles, se realiz6 una incisién del lado derecho y se colocé la
muestra suturada con Vicryl 4/0; y en el restante se hizo una incision de “bolsillo”
del lado izquierdo y se coloco la muestra sin suturar.

4. Cierre: los cortes del lado derecho dado que fueron mas grandes,
requirieron mas puntos de sutura que los del lado izquierdo.

5. Analgesia: una vez terminada la intervencién quirdrgica, se
envolvio en una manta al animal, y se le administré 0,7 ml de
analgésico Meloxicam. Se lo mantuvo aislado durante unos
minutos para su recuperacion en proximidad de una estufa a fin de
evitar hipotermia causada por la anestesia.
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Figura 20. Intervencion del animal siguiendo los lineamientos establecidos para la colocaciéon de los
andamios. (A, B) Limpieza, rasurado y desinfeccion. (C, D, E, F) Corte, colocacion de andamios y sutura de
los mismos. (G) Cierre de piel y uso de antiinflamatorio.
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Figura 21. Implantacién de andamios de colageno. (A) Vista superior de la region a intervenir. (B) Vista de
los cuatro cortes situados a los costados de la linea media dorsal. (C, D) Andamio suturado.

Figura 22. Implantacién de andamios de colageno. (A, B) Vista superior del andamio suturado. (C, D) Vista
superior del bolsillo donde se coloca el andamio sin sutura.
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3.15.7 Cuidados postoperatorios

Una vez efectuadas las cirugias, los animales fueron retirados para su
correcta recuperacion. Se envolvieron con pafios de tela y fueron colocados en
una habitacion calefaccionada para mantener la temperatura del animal y
contribuir a una rapida recuperacion. Se mantuvieron aislados durante un tiempo
hasta que cada animal recuperd sus capacidades motrices normales para ser
devueltos a su jaula en el bioterio de la FCEFyN.

3.15.8 Registros de temperatura corporal, peso y estado general

Diariamente, luego de la intervencion quirdrgica, se realiz0 una
monitorizacion del estado general de los animales durante el periodo del ensayo.
Se registré informacion sobre el peso con balanza de precision (SF-400) y
temperatura con termémetro digital impermeable (Dt11a), y se evalu6 apariencia,
comportamiento espontaneo y provocado (manipulacion).

Figura 23. Registro de temperatura y peso de los animales. (A) Medicion del peso en gramos del animal.
(B) Toma de la temperatura rectal con termémetro digital.

Durante los primeros dias, se realiz6 una valoracion post quirargica del
comportamiento de los animales mediante la utilizacion de un protocolo de
supervision propuesto por Wolfensonh y Lloyd (1994), modificado de acuerdo a
los requerimientos de nuestro proyecto integrador. El mismo se puede apreciar
en la siguiente tabla:
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Fecha: I Animal:

Puntaje |

[ 2 | 5 T &

7

Apariencia

Normal
Falta de acicalamiento (pelo
en mal estado)
Pelo en mal estado y/o
secreciones oculares/n

Pelo erizado, postura anormal

w(N |- |O

Ingestion de aguay
alimento/ Pérdida de peso

Normal

Incierta: pérdida de peso <al
5%

Baja en el consumo: pérdida
de peso 5 a15%

Pérdida de peso mayor al
15%

w [N |- |O

Comportamiento
espontaneo

Normal, esperado

o

Cambios menores respecto a
lo esperado

Poca movilidad y bajo estado
de alerta, aislado del resto

Vocalizaciones,
automutilaciéon, muy inquieto o
muy deprimido

Comportamiento provocado
(manipulacién)

Normal

Leve depresién o respuesta
exagerada

Cambio moderado en la
respuesta esperada

Reacciona violentamente o
muy débil y precomatoso

w | N |- |O

Ajuste de puntaje
Si asignd ‘3’ mas de una vez,
sume un punto extra por cada
3

0-4

Total

0-16

El protocolo de supervision tiene como objetivo identificar manifestaciones
anomalas, tanto locales, como sistémicas y de comportamiento, que afecten al
bienestar fisico del animal. Ante la deteccion de estos eventos, los animales
deben ser controlados con el fin de evitar que variables ajenas a los efectos
locales producidos por el implante, influyan en los resultados del ensayo in vivo.
Se puede apreciar en tabla 5 la puntuacion utilizada para valorar el
comportamiento post operatorio.

Puntaje Accién recomendada

Tabla 4. Valoracion postquirdrgica [122].

0-1

Normal

2-6

Monitorear cuidadosamente,
considerar analgésicos

7-11

Sufrimiento, proporcionar alivio,
observar regularmente. Buscar
segunda opinion de cuidador o
veterinario a cargo. Considerar
eutanasia

12-16

Dolor severo. Eutanasia.
Protocolo necesita ser re-
evaluado.

Tabla 5. Escala de puntuacion del comportamiento animal.
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Otra forma de valoracion post-quirargica utilizada en este proyecto
integrador fue “The Rat Grimace Scale”, la cual es un método para evaluar la
ocurrencia o severidad del dolor experimentado por animales segun la
puntuacion objetiva y ciega de las expresiones faciales. Los observadores
asignan un puntaje a la presencia o prominencia de las "unidades faciales de
accion” (FAU), por ejemplo, ajuste orbital, bulto nasal, posicién de las orejas y
cambios en las vibrisas, observando al animal directamente en tiempo real o post
hoc desde fotografias o videos. La expresion facial de los animales a veces se
conoce como la cara del dolor. En el Anexo 7.3 “Tabla de valoracion del dolor
desarrollada por NC3Rs” se presenta la tabla de valoracién completa presentada
por The National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of
Animals in Research.

3.15.9 Eutanasia

Una vez cumplidos los plazos designados para finalizar los ensayos de
implantacion (4 y 8 semanas respectivamente desde el dia de cirugia), los
animales fueron sometidos a eutanasia para extraer de ellos el material
implantado.

Para ello, los animales fueron inyectados con hidrato de cloral al 6%, en
dosis de eutanasia 0,9 ml/ 100 g de peso corporal del animal. Una vez
corroborado el deceso de los animales, se afeito y esterilizé la zona a intervenir,
se disecciond la piel y se extrajeron los restos de las estructuras implantadas con
un borde de tejido local circundante.

De esta manera, se pudieron obtener varias muestras de cada animal que
se clasificaron en dos grupos a estudiar [123]:

e Tejido local del animal con los andamios ensayados: cortes
transversales y longitudinales.

e Control negativo: tejido local del animal con esponja de colageno
comercial marca Helistat.

Los resultados del ensayo de implantacién fueron evaluados luego de la
aplicacion de un procedimiento para obtener preparados histoldgicos y la captura
de diversas imagenes con microscopia optica.

3.15.10 Histologia

Dichos tejidos fueron fijados con una solucion de paraformaldehido al 4%
durante 24 horas, seccionados de manera longitudinal y transversal, y luego
fueron colocados en casettes con su correspondiente identificacion y rotulado.
Posteriormente, fueron llevados al Laboratorio de Procesamiento Histologico
ubicado en el Instituto Oulton de la ciudad de Cérdoba, Argentina. Alli fueron
procesados de acuerdo a técnicas histologicas y se obtuvieron distintos cortes
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tratados con tincion Hematoxilina-Eosina (HE). Dichos resultados se presentan
mas adelante.

3.15.11 Microscopia Optica

Los cortes histolégicos obtenidos del ensayo de implantacion fueron
analizados a través del microscopio 6ptico Leica DM500 perteneciente al
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (INICSA), de la Facultad de
Ciencias Médicas (FCM) CONICET, UNC. Se obtuvieron imagenes usando
distintas magnificaciones (X4, X10 y X40), las cuales fueron utilizadas para
evaluar la respuesta tisular provocada por la implantacién de los andamios
durante el desarrollo del proyecto.

Los resultados se expresaron como la media + error estdndar asociado.
Los datos que requirieron de andlisis estadisticos fueron sometidos a un analisis
ANOVA de una via con el software GraphPad Prism. A continuacién, se realizd
un test de comparaciones multiples Newman — Keuls. Se considerd que un valor
de p<0,05 representa una diferencia significativa entre los valores de las medias
y permite analizar las diferencias entre distintos métodos. El nUmero de muestras
utilizadas se indico en las figuras y tablas correspondientes.

Pagina 63 de 124



Caracterizacion fisica y biolégica de andamios impresos 3D de colageno obtenidos a partir de
piel porcina para uso biomédico

4. Resultados y Discusion

4.1 Obtencion de tinta e impresion 3D de andamios basados en
colageno de piel porcina

En la figura 24, se muestra el resultado de la aplicacion del procedimiento
no enzimatico de extraccion y purificacion de colageno insoluble tipo | a partir de
piel porcina, a través de una serie de tratamientos con acidos y sales, tal como
se menciond en el apartado 3.1 “Aplicacion del protocolo de extraccion y
purificacion de colageno”.

Figura 24. Obtencion de tinta e impresién 3D de andamios basados en colageno de piel porcina (A) Tinta
obtenida luego del procesado, liofilizado, seccionado, tamizado e hidratacion con acido acético del colageno
extraido y purificado. (B) Andamios de colageno impresos 3D de manera seriada. (C) Imagenes de
andamios de colageno obtenidas con lupa X10 para procesar con software ImageJ en posterior medicion
de hebras y poros.

Macroscopicamente, pudo observarse una coloracibn homogénea, sin
presencia de granulaciones ni restos residuales de materiales externos, con una
viscosidad e imprimibilidad adecuada. No fue necesario aplicar modificaciones
en latinta ya que durante la impresion se distinguioé un excelente comportamiento
del material, lo cual posibilité que la misma fuera de manera seriada, permitiendo
depositar hebras de material siguiendo los lineamientos del disefio CAD
planteado. A su vez, presentd la resistencia necesaria para mantener la
estructura de los andamios sobre el eje Z.

4.2 Comportamiento estructural de los andamios al ser
sometidos a distintos procesos

En la figura 25, se muestran imagenes de los andamios impresos
sometidos a diferentes procesos: liofilizacion, inmersion en medio de cultivo,
hidratacion con PBS y luego del cultivo durante 7 dias con linea celular Vero.

Pagina 64 de 124



Barezzi, Franco Gaston
Gonzalvez, Ana Belén

AP aagens

Sin liofilizar

Liofilizado

Liofilizado en
medio de cultivo

Liofilizado en
PBS

Liofilizado en
cultivo celular

Figura 25. Imagenes de los andamios magnificados con lupa X10, en los diferentes procesos mencionados.
Barra: 2 mm.
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Macroscopicamente se pudo identificar que el proceso de liofilizado, la
inmersion en medio de cultivo, la hidratacién en PBS y la incubacion con células
Vero, no afectaron la morfologia de la estructura impresa. Tampoco se
evidenciaron cambios estructurales con respecto al disefio CAD implementado,
y fue posible la identificacion de los macroporos y hebras especialmente
disefiados de acuerdo al modelo en forma de rejilla.

Existen varias investigaciones [124, 125, 126] que reportaron al colageno
como un material particularmente dificil para la construccion de finas estructuras,
debido a su baja viscosidad y su hidrofilicidad. Es por ello, que concluimos que
el proceso de liofilizado permitié mantener la arquitectura del andamio, brindando
un tamafo de poro adecuado para la neovascularizacion y proliferacion celular;
e incrementd la estabilidad estructural de los mismos, logrando asi, una
actuacion adecuada en los distintos ensayos in vitro e in vivo realizados.

4.3 Dimensiones de los andamios con el diseio para
implantacion

A continuacion, se presenta un analisis comparativo de las dimensiones
obtenidas de los andamios impresos, antes del proceso de liofilizado, luego de
dicho proceso, posterior a la inmersion de los mismos en distintos medios que
simulan condiciones fisiologicas y luego de cultivo celular durante 7 dias.

La cantidad de muestras utilizadas para las mediciones fueron diferentes
en cada uno de los procesos; en el caso de los andamios sin liofilizar se empleé
un n=36, los liofilizados un n=11, los que fueron inmersos en medio de cultivo un
n=2, los hidratados con PBS un n=3y los tratados con células cultivadas un n=3.

6 -

Sin Liofilizar

Liofilizados

Liofilizados < Inmersion en medio de cultivo

-9

Liofilizades + Hidratacion con PBS

Ancho [mm]
0000

[\~
1

Liofilizados + Cultivo Celular

0 T —T
SL L L+iIMC L+HPBS L+CC

Figura 26. Ancho de los andamios (media + error estandar asociado) sometidos a diferentes procesos.
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Figura 27. Largo de los andamios (media + error estandar asociado) sometidos a diferentes procesos.
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Figura 28. Alto de los andamios (media * error estandar asociado) durante las diferentes etapas de
procesado. * Andamios de colageno liofilizados significativamente diferentes (P <0.0001) de los sin liofilizar.
# Andamios de colageno liofilizados e inmersos en medio de cultivo significativamente diferentes (P <0.0001)
de los sin liofilizar.

Las mediciones obtenidas indicaron que el ancho y el largo de los
andamios (p>0,05) no sufrieron modificaciones significativas durante la
aplicacion de los diferentes procesos. Sin embargo, como se observa en figura
28, existieron diferencias significativas en el alto (p<0,0001) luego de los
procesos de liofilizado e inmersion en medio de cultivo. Inferimos que estos
resultados se deben a que el proceso de liofilizado produjo un colapso en la
estructura a nivel del eje Z; caracterizado por una contraccibn meramente
relacionada al proceso de secado. A su vez, la reduccion de la altura de los
andamios inmersos en medio de cultivo podria deberse a una solubilizacién. Por
otro lado, pudo apreciarse que los andamios sometidos al proceso de
liofilizacioén, y posteriormente hidratados con PBS o cultivados con linea celular,
recuperaron sus dimensiones originales, sin evidenciarse cambios morfologicos.

Respecto a las dimensiones de las hebras y poros que conforman la
estructura macroscopica, se obtuvieron mediciones a través del software
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ImageJ, y se procedié a analizar los resultados obtenidos. Estos se pueden
apreciar en las figuras 29 y 30:
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|
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Figura 29. Diametro de hebras que conforman la estructura del andamio (media + error estdndar asociado).
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Figura 30. Diametro de poros que conforman la estructura del andamio (media * error estandar asociado).

De acuerdo a resultados obtenidos, se evidencié un didmetro medio de
hebras de 687,93+67,44 um y de poros de 668,86+56,76 pum.

Los resultados demostraron que no hubo diferencias de gran magnitud en
el tamafio de los macroporos en los andamios impresos sometidos a distintos
procesos, como asi tampoco, en el caso de las hebras, tal como puede
observarse en figuras 30 y 29, respectivamente.

El tamafio medio de poro y la distribucion de los mismos son aspectos
esenciales en la construccion de andamios para aplicaciones de IT. Si los poros
son celdas demasiado pequefias, las células no pueden migrar hacia el centro
de la estructura, lo cual restringe la difusion de nutrientes y eliminacion de
productos de desecho, perjudicando a una union eficaz de un nimero critico de
células [27, 28].

Por el contrario, si son demasiado grandes, hay una disminucion en el
area de superficie especifica que limita la fijacion de las células a las celdas [28].
Es importante que los andamios mantengan su estructura porosa, durante un
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periodo de tiempo, para permitir la interaccién con el tejido vivo, sin alterar las
funciones celulares, y a su vez lograr la integracion y posterior degradacion en
el mismo.

Los valores de didmetro de poro obtenidos se asemejan a resultados de
reportes publicados [127, 128, 129]; donde varios autores coinciden que, para
lograr vascularizacion y penetracion celular, se necesitan poros con dimensiones
mayores a las 300 um. Sin embargo, la relacién entre el tamafio de poro del
andamio y la actividad celular es poco conocida y como resultado existen
discrepancias dentro de la literatura acerca del tamafio del poro 6ptimo requerido
en la utilizacion de andamios en distintas aplicaciones de la IT.

Por otro lado, estos resultados evidenciaron una permeabilidad e
interconexidn entre los poros de los andamios fabricados por impresiéon 3D. La
permeabilidad y la movilidad de fluidos a través de materiales porosos son dos
propiedades intrinsecas que describen la relativa facilidad con que los fluidos
pueden secretar a través de materiales celulares, lo cual juega un papel
significativo en el transporte de nutrientes y residuos dentro de la estructura de
los andamios en contacto con los tejidos vivos.

En los apartados Anexos 7.4, 7.5, 7.6, 7.7 y 7.8 se muestran los resultados
obtenidos de las mediciones del ancho, largo y alto de los andamios durante los
distintos procesos a los que fueron sometidos.

Con el fin de observar a un mayor aumento la estructura superficial de los
andamios de colageno impresos 3D, y realizar una evaluacion cualitativa del
material y la estructura impresa, se obtuvieron imagenes mediante microscopia
confocal, las cuales se detallan en la figura 31:
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Figura 31. (A) Imagen a color de una region de la superficie del andamio con aumento X108. (B) Imagen
laser de la misma regién observada con aumento X108. (C) Region observada en 3 dimensiones. (D, E, F)
Imagenes laser de diferentes regiones superficiales del andamio con un aumento X2132.

Los resultados obtenidos mostraron a la estructura reticulada con sus
macroporos y hebras correspondientes. Fue posible observar su superficie
porosa, con una distribucién irregular de los poros en diversos tamarfios y
arreglos, la cual era esperable considerando el método de fabricacion de
andamios utilizado en este proyecto integrador.

De acuerdo a bibliografia presentada [4], en la fabricacion de andamios
se deben considerar varios aspectos fundamentales, uno de ellos, es la
geometria empleada por la estructura que permita direccionar la regeneracién
tisular, o la generacion de nuevo tejido, asi como de sistemas de vascularizacion
y aquellos que permiten el intercambio tanto de fluidos como de nutrientes
biolégicos y desechos celulares. Para ello, deben asegurarse estructuras
porosas, con una interconectividad asegurada en las mismas.

De acuerdo a la valoracion realizada, pudimos inferir que los andamios de
colageno impresos 3D desarrollados en este proyecto integrador, mediante
bioimpresién por extrusion, presentaron una correspondencia con el disefio de
fabricacion planteado. Estos mostraron una distribucion, forma y tamafio de
poros que nos permitid inferir la posible adhesidn, migracion e infiltracion celular
en el interior y superficie de los mismos.
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De esta manera, los andamios mostraron caracteristicas estructurales que
se corresponden con los lineamientos de fabricacion planteados.
Posteriormente, la microestructura resultante fue avalada mediante microscopia
electronica de barrido como se detallara en la proxima seccion.

Las propiedades de una MEC estadn asociadas con la estructura. La
macroestructura se define como una escala que refleja su geometria externa y
en gran porcentaje su estructura interna. Mientras que la microestructura debe
promover la estabilidad mecanica y la permeabilidad del material, necesarias
para la actividad celular y regeneracion del tejido, la macroestructura del material
esta determinada por la interconectividad de los macroporos [21].

En investigaciones previas [92] se identificaron poblaciones de poros con
tamafos entre 50 y 500 pum, y microporos con diametros inferiores a 10um. La
microporosidad se define comUnmente como la presencia de poros con
diametros inferiores a 10 um, y estos microporos a menudo son necesarios para
la unién y movilidad de las células, que son cruciales para la penetracion del
andamio [130, 25].

Es por ello, que se utilizé un microscopio electrénico de barrido SEM para
analizar la superficie de los andamios impresos y poder observar los tamafios de
fiboras y microporos que componen el material en estudio. Estos pueden
observarse en la figura 32:
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20 pm

Figura 32. Imagenes obtenidas con microscopia electrénica de barrido. (A, B) Superficie del andamio, A
X392y B x173. (J, K, L, M, N, O) Representacion de poblacién de fibras: J 1,230X, K 11,430X, L 3,490X, M
11,190X%, N 1,350X, O 2,880X. (C,D,E,F,G,H,l) Representacion de poblacion de microporos: C 1,230X, D
83X, E 83X, F 185 X, G 83X, H 1,230X, | 1,230X. Flechas negras indican poblaciones de microporos.
Flechas amarillas indican poblaciones de fibras.

En las imagenes obtenidas a diferentes aumentos, se pudo apreciar la
superficie porosa del andamio, la cual present6 un patrén y distribucion irregular
de poros, y se evidencié su topografia, formada por un “ramillete” de fibras,
microporos y poros de mayor tamafo, que corresponden a los disefiados en la
impresion 3D. La tabla 6 muestra los valores obtenidos:

Pagina 72 de 124



Barezzi, Franco Gastén
Gonzalvez, Ana Belén

Fibras [nm]

Aumento 2,41k a 2,91k X|11,19k a 13,40k X|35,15k a 48,47k X |83 a 185 X|1,23k a 5,65k X
Media 411,01 170,09 81,4 28,1 21,94
Desvio 0,05 0,04 0,03 20,31 15,41

STRIASELEY 0,01 0,01 0,01 3,21 2,86

Asociado

Minimo 194,49 74,11 33,53 7,68 44,72
Maximo 600,34 308,36 149,65 57,55 57,55

Tabla 6. Diametro de las fibras y microporos medidos con el software ImageJ, en diferentes aumentos
analizados.

Se han reportado estudios con andamios de colageno y GAGs usados en
regeneracion de piel, los cuales mostraron inactividad cuando el diametro del
poro promedio estaba por debajo de 20 pm o superior a 120 pum [131].

Los resultados de las mediciones de las fibras y microporos sefialaron que
el material respondio a los lineamentos previos establecidos para la fabricacion
de andamios. Referidos a la porosidad, los tamafios de poro obtenidos entre 7,68
y 57,55 um permitirian una adhesion celular como asi también una infiltracion de
las mismas al material, dichos valores se asemejan a los obtenidos por Figueroa
et. al. [132], quienes fabricaron una tinta que permitié obtener un tamafo de poro
entre 20 y 150 pm.

4.6 Ensayo de solubilizacion en medio de cultivo a 37°C

Considerando que la utilidad de los andamios en aplicaciones biomédicas
consiste en que estos estén en contacto con tejido vivo, se realizd este ensayo
para poder evaluar como las condiciones fisiologicas influyen sobre ellos, y
ademas, para conocer la estabilidad de los constructos en fluidos fisiol6gicos a
37°C.

Para analizar el efecto del medio de cultivo sobre los andamios, se
registraron los pesos antes y después de la inmersién. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

Andamio Peso inicial [mg]|Peso final [mg]|% solubilizacion
1 8,90 5,50 38,20
2 8,80 5,40 44,90
Media 8,85 5,45 41,55
Desvio Estandar 0,07 0,07 4,74
Error Estandar Asociado 0,05 0,05 3,35
Resultado 41,55+3,35

Tabla 7. Pesos secos y humedos de los andamios sometidos a ensayo y el porcentaje de solubilizacion de
los mismos.

Como puede observarse, las estructuras sufrieron una solubilizacién del
41,55+£3,35% al ser incubados una semana. Resultados obtenidos en proyectos
integradores anteriores [95], mostraron valores de solubilizacion mas bajos, pero
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los andamios ensayados solo fueron sometidos a un periodo de ensayo de 72
horas. Esto podria explicar la disminucion en altura que sufrieron los andamios
durante el ensayo, como fue mencionado en el apartado 4.3 “Dimensiones de
los andamios con el disefio para implantacion”.

4.7 Analisis del hinchamiento

El porcentaje de hinchamiento o captacién de agua es un factor clave en
la fabricacibn de andamios, ya que representa la capacidad de retener los
nutrientes para acelerar la infiltracion y proliferacion celular, asi como para
transferir los metabolitos a través del andamio, y ademas puede afectar el
proceso de diferenciacion celular [133].

Se presentan en tabla 8 los valores obtenidos del analisis de hinchamiento
para las muestras sometidas a ensayo:

Andamio Peso inicial [mg]|Peso final [mg]|% hinchamiento
1 22,21 123,25 1099,94
2 9,29 105,95 1140,50
3 11,71 125,05 1067,92
Media 14,40 118,08 1102,79
Desvio Estandar 6,87 10,55 36,30
Error Estandar Asociado 3,97 6,09 20,96
Resultado 1102,79+20,96

Tabla 8. Medicion de los pesos secos e humedos de los andamios ensayados, y el porcentaje de
hinchamiento de los mismos.

Los resultados obtenidos mostraron un porcentaje de hinchamiento medio
de 1102,79+20,96%, el cual se encuentra dentro del rango determinado en
trabajos previos realizados en el laboratorio [92, 93]. Otros autores han
informado porcentajes de hinchamiento para muestras de colageno con valores
entre 1000-1700% [94, 134, 135].

4.8 Ensayo de porosidad
Los resultados del ensayo se muestran en la tabla 9:

Andamio Peso inicial [mg]|Peso final [mg]| % porosidad
1 11,10 93,70 91,93
2 11,20 86,30 91,12
Media 11,15 90,00 91,53
Desvio Estandar 0,07 5,23 0,57
Error Estdndar Asociado 0,05 3,70 0,41
Resultado 91,53+0,41

Tabla 9. Pesos secos y himedos de los andamios sometidos a ensayo de porosidad, y el porcentaje
resultante de los mismos.
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De acuerdo a la bibliografia [136, 137], una porosidad del orden del 90%
denota una alta relacién superficie/volumen de los andamios, que los vuelve
eficaces para un posterior cultivo celular. Chan et al. [127] informaron que
andamios de colageno con una porosidad del 74,4% que permitieron
neovascularizacion.

Los resultados obtenidos en este proyecto integrador evidenciaron una
porosidad del 91,53+0,41%, que supera a lo reportado por investigaciones
similares [93, 92]. Por lo tanto, se logré obtener un andamio de coldgeno con
porosidad Optima para la neovascularizacion e infiltracion celular, que pudo
evidenciarse en el apartado 4.12 “Ensayo in vivo: implantacion subcutanea de
andamios en modelo animal rata Wistar”.

4.9 Ensayo de Citotoxicidad

Se analiz6 la citotoxicidad de los andamios hacia células Vero de forma
indirecta utilizando extractos de los mismos de acuerdo a normativa
correspondiente [106].

Los resultados se muestran en figura 33:
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Figura 33. Viabilidad de células Vero crecidas en presencia de los extractos de colageno luego de 24 horas
de cultivo. CN: Control Negativa. CP: Control Positivo.

Objeto de ensayo Viabilidad Celular

Muestra >70%
Control Positivo <50%

Tabla 10. Porcentajes de viabilidad celular que deben presentar la muestra ensayada y el control positivo.

Bajo las condiciones de ensayo establecidas anteriormente, los andamios
de colageno de piel porcina no evidenciaron signos de citotoxicidad, ya que todas
las concentraciones de extracto ensayadas por triplicado indicaron una viabilidad
celular mayor al 70% segun lo estipulado por norma [106].
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Los resultados obtenidos validaron la utilizacion de los andamios para la
posterior implantacion in vivo y realizacion de otros ensayos.

4.10 Ensayo de Hemocompatibilidad

4.10.1 Evaluacion de la Morfologia de Globulos Blancos

La tabla 11 indica el recuento de las células sanguineas expuestas a las
muestras de colageno y los controles durante la realizacién del ensayo:

Control  Controles
Negativo Positivos

Muestral Muestra?2 Muestra 3

Linfocitos 51,33+5,6 8,00+1,00

42,50+2,64|46,50+3,53| 52,33+9,07

Neutrofilos 34,00+2,31|31,25+5,03|40,00+1,41|31,33+14,01 0

Monocitos 5,00+2,00 | 5,00+1,00 | 5,00+2,00 | 5,00+3,00 | 4,00+2,00

Eosinofilos 2,00+1,00 | 2,12+0,57 | 2,50+3,53 | 1,67+1,53 0

(=1 [TIEERp R e [STpiiiiTe=0 ) 3,00+2,00 | 4,00+2,0 | 6,00+2,00 | 5,00+2,00 |88,00+2,00

Tabla 11. Recuento diferencial de glébulos blancos en las muestras de colageno (muestra 1, 2 y 3), el
control negativo y los controles positivos.

En los controles positivos se observaron linfocitos y monocitos con
abundantes alteraciones citoplasméaticas y nucleares. Se evidencié un
porcentaje alto de células rotas y detritos celulares. Por el contrario, no se
observaron cambios morfologicos en las células de las muestras y del control
negativo en las poblaciones de linfocitos y monocitos habitualmente
encontradas. Sin embargo, se encontr6 una cantidad de células no identificadas,
que por los cambios morfolégicos descritos no se pudieron catalogar en las
poblaciones analizadas.

En la figura 34, se muestran los frotis de células sanguineas expuestas al
andamio de colageno y a los controles correspondientes:
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Figura 34. Microscopia Optica de frotis sanguineos tefiidos con Maygrunwuald-Giemsa. Donde se resaltan los siguientes tipos celulares: (L) Linfocitos. (GE) Granulocitos
Eosindfilos. (GN) Granulocitos Neutrdéfilos. (GB) Granulocitos Basdfilos. (E) Eritrocitos. (M) Monocito. Barra: 15 pm.
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Bajo las condiciones de ensayo mencionadas, el recuento diferencial de
los glébulos blancos en presencia del material fue similar al del control negativo.
No se observaron cambios morfoldgicos significativos de glébulos blancos en
contacto directo con el material.

4.10.2 Evaluacion de Hemolisis in vitro por contacto indirecto

La tabla 12 muestra los resultados de absorbancias medidas durante el
ensayo de hemdlisis:

Control

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Positivo Negativo

Control

Ao f el Aol g Eellel  0,05087 | 0,04806 | 0,05041
Desviacion Estandar 0,00119 0,0009 0,00598 | 0,0143 | 0,0067 |0,0009
SR =S EGLEWAE ofdkll6l 0,00069 | 0,00052 | 0,00345 | 0,0083 | 0,0039 |0,0005
indice Hemolitico % 0 0 0 100 0 0

Tabla 12. indice hemolitico de las muestras de colageno, control positivo y control negativo.

Bajo las condiciones de ensayo mencionadas los extractos de los
productos ensayados fueron no hemoliticos, presentando un indice de hemdlisis
igual a 0%.

4.11 Andamios de colageno como soportes para la adhesion y
crecimiento de células Vero

El colorante fluorescente DAPI pertenece al grupo de los colorantes de
indol. Se usa para la tincién de ADN, tincion nuclear, tincion de células vivas,
contratincion en tinciones inmunofluorescentes de material humano y boténico,
y en citometria de flujo [138].

Se analiz6 la capacidad de las células Vero para adherirse a la superficie
de los compuestos andamios de colageno a través de microscopia de
fluorescencia. La tincion con DAPI muestra que las células Vero fueron capaces
de unirse y proliferar sobre la superficie de andamio (Figura 35).
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Figura 35. Microscopia de fluorescencia de células Vero luego de 7 dias de cultivo sobre la superficie de
los andamios tefiidos con DAPI. Barra: 100 um.

En las imagenes se pudo apreciar conjuntos de nucleos celulares de una
coloracién azul mas clara, debido a que los mismos se encontraron en otros
planos. Esto puede ser debido a la porosidad del material y disposicion de las
fibras que permitieron que ingresaran a la microestructura y pudieran adherirse
a las paredes a través de toda la estructura del mismo. Estos resultados
mostraron que los andamios de colageno sirvieron como sustrato para la
adhesion y proliferacion de células Vero durante el tiempo que duro el ensayo.
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4.12 Ensayo in vivo: implantacion subcutanea de andamios en
modelo animal rata Wistar

4.12.1 Registros de temperatura corporal, peso y estado general
de los animales ensayados

Se realiz6 un registro de los parametros fisiologicos de los animales, como
el peso, la temperatura y una inspeccion visual del estado fisico vy
comportamental de los mismos. Los animales en general pueden perder peso
después de la cirugia, pero con analgesia adecuada y la provision de alimentos,
se recuperan rapidamente [114].

Siguiendo los lineamientos establecidos en el apartado 3.15.8 “Registros
de temperatura corporal, peso y estado general”’, los resultados que se
obtuvieron se muestran a continuacion:
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Figura 36. Pesos [g] de las ratas n°1, 2 (experimentales) y 6 (control 1) registradas desde el dia de la
intervencion hasta el dia de la eutanasia.
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Figura 37. Pesos [g] de las ratas n°4, 5 (experimentales) y 7 (control 2) desde el dia de la cirugia hasta su
sacrificio.

En las figuras 36 y 37, se evidencié una disminucion del peso de los
animales luego de la cirugia que no super6 el 20%, respecto al dia de la
intervencion, que luego se recupero llegando al dia de la eutanasia con el mismo
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o incluso un peso mayor que dicho dia. Las medias alcanzadas fueron de 515+43
gramos a las 4 semanas y de 567+18 gramos a las 8 semanas de la intervencion,
las cuales se encontraron cercanas al rango de valores fisiolégicos normales
para ratas de experimentacion Wistar macho adulto que es de 300 a 500 gramos
[139, 140].

Con respecto a la temperatura corporal, todos los animales utilizados
presentaron un comportamiento oscilante durante el dia, entre un minimo de
35,0°C y un maximo de 38,0°C aproximadamente, sin mostrar diferencias
significativas los dias posteriores a la cirugia. Los valores registrados no
mostraron discrepancias con respecto al rango fisioldgico (35,9°C a 37,5°C) para
este tipo de animales [139, 140]. Esto se puede apreciar en las figuras 38 y 39.

Estos dos parametros permitieron demostrar que la evolucién de la
recuperacion de los animales luego de la intervencién fue exitosa y que no se
presentaron sintomas de infeccion o inflamacion en ellos, ante la presencia de
un material ajeno al cuerpo como la estructura del andamio o esponja control.

Ademas, como seguimiento postoperatorio, se completaron tablas con
parametros establecidos en el apartado 3.15.8 “Registros de temperatura
corporal, peso y estado general”’, basadas en el protocolo de supervision
postquirargico. Estas demostraron que durante las dos primeras semanas
siguientes a la intervencién los animales obtuvieron una puntuacion inferior a los
4 puntos, lo cual se tradujo en ausencia de sintomas de dolor, pero requirié un
monitoreo cuidadoso Yy la posibilidad de considerar analgesia externa.

Estos resultados demostraron que no fue necesario practicar la eutanasia
de los animales antes de la finalizacion del ensayo, ya que el estado de salud
general de los animales se mantuvo dentro de parametros fisiol6gicos durante el
periodo de tiempo evaluado.
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Figura 38. Temperatura corporal [°C] de las ratas n°1, 2 (experimentales) y 6 (control 1) tomados desde los
dias previos a la cirugia hasta el dia de su sacrificio.
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Figura 39. Temperatura corporal [°C] de las ratas n°4, 5 (experimentales) y 7 (control 2) registradas desde
los dias previos de la intervencion hasta el dia de la eutanasia.

Los datos referentes a los pesos y temperaturas registradas fueron
agrupados en tablas, que se presentan en el apartado Anexos 7.9 “Registros de
temperatura corporal, peso y estado general”.

4.12.2 Cirugia de prueba

La cirugia piloto fue planificada con el objetivo de determinar los
lineamientos de trabajo para llevar a cabo el ensayo de implantacion in vivo. Con
ella se planificaron los sitios de ensayo, el nUmero de controles negativos a
emplear y la cantidad de material a colocar en cada animal intervenido.
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Figura 40. Resultados macroscopicos y cortes histoldgicos de rata Wistar a los 15 dias post implantacién
del andamio con HE. (A) Esquema de capas que conforman la piel de la rata, puede identificarse el musculo
panicular que difiere en distribucion con respecto a los humanos [141]. (B) Andamio implantado junto con
tejido circundante, se identifica estructura de enrejado con reestructuracion. (C) Corte histolégico con
magnificacion 4X de las distintas capas de la piel de la rata, se identifica mediante flechas el andamio de
colageno implantado. (D) Interior del andamio observado con una magnificacion X10 (E) Magnificacion X40
de laimagen D, interior del andamio (F) Otra region del interior del andamio observada con magnificacion
X40.
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El andlisis macroscépico permitio observar la estructura enrejada del
andamio de coldgeno en el sitio de implantacion con una degradacién y
reestructuracion parcial de la misma. No se identificaron signos clinicos de
rechazo, como asi tampoco, una reaccion tisular adversa.

Por otro lado, las imdgenes microscopicas de los cortes histoldgicos
transversales, a una baja magnificacion, permitieron la identificacion de las
distintas capas de la piel del animal con sus distintos componentes, la zona de
implante del andamio, como asi también, el andamio implantado (figura 40.C).
En la region de la dermis, se pudo observar estructuras tales como glandulas
sebaceas, foliculos pilosos, células adiposas, vasos sanguineos y fibras
colagenas. En hipodermis, pudo identificarse de manera clara al musculo
panicular, que forma parte de la anatomia de algunos mamiferos, como las ratas
y que se ubica entre el tejido adiposo dermal y el tejido conectivo intersticial [141].
La importancia de este musculo para nuestro andlisis residio en su utilidad para
poder situar los restos del andamio implantado, ya que este fue colocado por
debajo del mismo, y se utiliz6 como referencia de ubicacién de los andamios en
los distintos preparados histologicos. Ademas de este musculo, en esta region
se identificaron fibras colagenas, vasos en neoformacion, un gran infiltrado de
fibroblastos y células mononucleares; lo cual le otorgd una marcada coloraciéon
basdfila.

De acuerdo a la evaluacién histologica realizada, a una magnificacion
media, en la regién de hipodermis por debajo del musculo panicular se destacé
una zona con una disposicion diferente de las fibras colagenas con respecto al
resto del tejido, que se identific6 como el interior del andamio de colageno. Sus
limites se encontraron poco definidos, pero con una marcada invasion de células
fibroblasticas y mononucleares, tal como puede observarse en laimagen D de la
figura 40. Conjuntamente, se identific6 neoformacion de vasos, angiogénesis, y
fibras colagenas en la periferia de dicho sector, como asi también, en el interior
del andamio. Anselme et. al. [142], mostraron en investigaciones anteriores
resultados analogos en ratas Wistar sometidas a implantacién de esponjas de
colageno durante el mismo periodo de ensayo.

A pesar de que la norma ISO 10993-6 establece un periodo de ensayo
minimo de 4 semanas, estos resultados nos permitieron verificar la zona de
implantacion del andamio, como asi también, la presencia de una respuesta
tisular en un corto periodo de tiempo; la cual nos brindd informacion acerca de la
evolucion temporal de la interaccion del material ensayado con el tejido vivo.
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4.12.3 Implantacién de andamios de colageno

Los resultados obtenidos del ensayo de implantacion de andamios se
presentan en la figura 41:

Control Negativo Andamios de colageno porcino impresos 3D
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Figura 41. Se muestran las regiones de implantacion junto con los andamios y/o esponja control respectiva
en los distintos periodos de ensayo. (A) Implantacion de la esponja control con método de sutura. (B-C)
Implantaciéon de andamios impresos 3D por medio de sutura (izquierda) y por método sin sutura (derecha).
(E) Biopsia de tejido circundante con esponja control a los 30 dias. (E-F) Biopsias de tejido circundante
junto con andamios impresos 3D. (G) Region de tejido donde fue implantada la esponja control luego de 60
dias desde el comienzo del ensayo. (H-I) Regiones de tejido donde fueron implantados los andamios
impresos. Como puede apreciarse, en la mayoria de las ratas sometidas a ensayo existe una reabsorcion
completa (izquierda). Sin embargo, se identifica Unicamente la presencia de restos de un andamio en otras
de las regiones de ensayo.

La observacién macroscopica de los tejidos de los animales a los 30 y 60

dias post implantacion, respectivamente, no evidencio lesiones ni rastros de
inflamacion en las regiones circundantes a los materiales implantados.

Con respecto a las esponjas control implantadas, a los 30 dias se dificulté
la observacion de las mismas de manera macroscépica y a los 60 dias no se
pudo verificar la presencia de la misma. Smith et. al [143] notificaron de manera
analoga la reabsorcion progresiva de este tipo de materiales mediante ensayo
de implantacion in vivo. Alli, demostr6 que entre los 22 y 28 dias, hubo una
marcada degeneracion de la matriz de colageno siendo completa a los 46 dias.
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La visualizacién de los andamios a los 30 dias post implantacion evidencié
la presencia de la arquitectura reticular de los mismos gracias al leve relieve que
los diferenciaron del tejido circundante. Ademés, su color blanquecino
caracteristico permitié su identificacion y realizacion de las biopsias.

Por el contrario, a los 60 dias se dificultd identificar el sector donde fue
implantado el andamio. En este caso, la reabsorcién del material fue completa y
macroscopicamente no se evidenciaron signos de rechazo.

Estos resultados nos permitieron establecer semejanzas entre los
andamios experimentales y la esponja control, respecto a la interaccidén de estos
con el tejido subcutaneo.

Bajo estas condiciones de ensayo, el tejido analizado mostré6 una
excelente respuesta tisular al entrar en contacto con el material de los andamios,
dado la biocompatibilidad que presenta el polimero natural utilizado para su
fabricacion [144, 16, 42]. No se evidenciaron signos clinicos que explicitan una
reaccion adversa lo que nos permitié inferir que la estructura cumplié con su
funcién, debido a su integracion total con el tejido local.

4.12.4 Microscopia Optica: evaluacion del tejido circundante al
andamio implantado

Los resultados obtenidos tras la exploracion de los preparados
histol6gicos mediante microscopia éptica se presentan en figura 42:
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Figura 42. Micrografias opticas de los preparados histologicos tefiidos con HE obtenidos a los 30 y 60 dias
post implantacion, a diferentes aumentos (X4, X10, X40), En ellas se pudieron identificar diversas
estructuras que forman parte del tejido analizado y fueron destacadas como: TCL (tejido conectivo laxo),
VS (vasos sanguineos), NV (vasos neoformados), MP (musculo panicular), IM (infiltrado mononuclear), FC
(fibras colagenas), FP (foliculo piloso), GS (glandula sebacea) y entre flechas negras se destaca el sector
donde se identifican restos del andamio implantado.
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Las imagenes microscopicas de los tejidos implantados con andamios,
luego de 30 y 60 dias, observadas a magnificaciones bajas, mostraron algunas
de las capas que conforman la piel que fueron mencionadas anteriormente: la
dermis y la hipodermis. Esta ultima a su vez compuesta por una capa de musculo
panicular, seguida de una regidon de fibras colagenas orientadas de manera
diferente a la disposicion normal de las mismas en tejido subcutaneo (figura 42.B,
figura 42.C, figuras 42.E, figura 42.F). Este sector se identificO como parte del
andamio implantado, marcado entre flechas negras en las fotomicrografias
correspondientes a los 30 dias.

Por otro lado, en las fotomicrografias de los tejidos implantados con
andamios a magnificaciones mas altas, se visualizaron células fibroblasticas, con
su caracteristico nucleo color azul oscuro con escaso citoplasma y forma
ahusada; y células inflamatorias mononucleares, con nucleos grandes, basofilos
y forma redondeada (figura 42.H, figura 42.1). A pesar de haber utilizado un
mayor aumento, se dificulto identificar los limites del andamio a los 30 dias de
ensayo.

No se encontraron diferencias a nivel estructural con respecto al control
negativo a los 30 dias En este se identificaron vasos sanguineos y en
neoformacion, un infiltrado mononuclear y también la presencia de fibroblastos
(figura 42.G). De manera similar a los andamios experimentales, se identificaron
dermis e hipodermis, con la presencia del musculo panicular y de fibras
coldgenas dispuestas de manera irregular (figura 42.J). Sin embargo, se dificultd
observar la region de implantacion de la esponja.

Los cortes histolégicos de los andamios implantados a los 60 dias
tampoco mostraron diferencias respecto a los cortes del control negativo (figura
42 K, figura 42.L). Ademés, a mayor aumento, se evidencié un infiltrado de
células mononucleares inflamatorias, vasos sanguineos y vasos en
neoformacion en el resto del tejido (figura 42.Q, figura 42.R). Investigaciones
anteriores han demostrado que implantes de colageno mostraron una minima
respuesta inflamatoria y antigénica, ademas fueron reemplazados por colageno
nativo. Se ha encontrado que la produccion de nuevo colageno por parte de los
fibroblastos es incrementada cuando estas células se unen a una matriz
extracelular, como en el caso de las esponjas de colageno [145].

Como se indico en el apartado 3.15.6 “Procedimiento Quirurgico”, se
colocaron 4 andamios por animal (excepto en los controles) la mitad suturados
con Vycril 4/0 y la otra mitad sin fijacion al tejido. Histologicamente no se
encontraron diferencias entre ambos meétodos de implantacion.

Con las observaciones registradas, se pudo detectar que en todos los
animales ensayados, a pesar de la presencia de células inflamatorias no se
encontraron evidencias de rechazo por parte del tejido; lo cual demostro que los
andamios de colageno impresos 3D obtenidos de piel porcina produjeron una
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respuesta tisular aceptable y con caracteristicas de biocompatibilidad en tejido
subcutaneo de ratas.
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5. Conclusiones

En este proyecto integrador, se logro obtener la tinta de colageno tipo | de
origen porcino. Con dicho material se imprimieron, mediante tecnologia de
impresion 3D por método de extrusion, los andamios disefiados de acuerdo a
lineamientos sugeridos por norma ISO 10993-6 para la realizacion de ensayo de
implantacion in vivo. Una vez impresos, fueron sometidos a diversos
tratamientos, tales como liofilizacion, inmersion en medio de cultivo, hidratacion
con PBS y colocacion en cultivo celular durante 7 dias, para verificar el
comportamiento estructural en distintas condiciones. Posteriormente, fueron
medidos en largo, ancho y alto, y los resultados obtenidos no evidenciaron
cambios morfolégicos que modifiquen la estructura disefiada. Estos mostraron
diferencias significativas en las dimensiones correspondientes a la altura al estar
sometidos a procesos de liofilizacion e inmersion en medio de cultivo. Sin
embargo, ésta fue recuperada al ser rehidratados con PBS o0 sometidos a cultivo
celular durante 7 dias. La reduccion en altura podria explicarse por una
contraccion meramente relacionada al proceso de secado, que produjo un
colapso a nivel del eje Z, esto también podria explicar el resultado obtenido
durante el analisis de solubilizacion realizado en condiciones analogas, lo cual
indicé una reduccién en el peso del material del 41,55+3,35% en un periodo de
ensayo de 7 dias. Estos resultados nos permiten afirmar que la tinta obtenida se
comporta de manera adecuada para la impresion de andamios tridimensionales
por método de extrusion, y brinda la posibilidad de realizar estructuras para
aplicaciones en IT.

Respecto a las dimensiones superficiales de las hebras y poros de los
andamios, los resultados evidenciaron que no hubo diferencias relevantes en el
tamafo de los mismos sometidos a distintos procesos. Las mediciones obtenidas
mostraron una poblacion de hebras con un diametro de 687,93+67,44 um, y una
poblacién de poros con un didmetro de 668,86+56,76 um, esto se verifico con
microscopia 6ptica confocal. Por otro lado, el analisis microestructural, mediante
microscopia electronica realizada, de los microporos y fibras que caracterizan la
estructura interna del andamio, evidencid poblaciones de poros con un tamafio
minimo de 7,68 pm y maximo de 57,55 um; y un diametro minimo de fibra de
74,11 nm. A su vez, el andlisis de porosidad resulté del 91,53+0,41% y el ensayo
de hinchamiento resulté en un 1102,79+20,96%, lo que nos permite concluir que
los andamios impresos obtenidos presentan una alta porosidad e
interconectividad entre poros, con dimensiones acordes a los tamafos
requeridos para promover la infiltracion, proliferacién y adhesion celular como
asi también angiogénesis en tejidos vivos.

El ensayo de citotoxicidad de los extractos de los andamios no mostré
signos de citotoxicidad en células Vero a ninguna de las concentraciones
ensayadas. El ensayo de hemoalisis de los extractos del andamio y de morfologia
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de los glébulos blancos en contacto directo con el andamio, tampoco evidencio
hemodlisis en los eritrocitos ni cambios en la morfologia de los glébulos blancos.
Por otro lado, se observé adhesion celular en la superficie de los andamios
mediante tincion con DAPI y microscopia optica de fluorescencia.

Por ultimo, el ensayo de implantacion permitio evidenciar una respuesta
tisular adecuada de los andamios impresos al estar en contacto con tejido vivo.
Estos fueron incorporados al mismo, generando un proceso de adhesion y
proliferacion celular, como asi también, neoformacién de vasos sanguineos. No
se evidenciaron signos clinicos adversos de rechazo local, como asi tampoco,
signos de fibrosis. Este ensayo biologico junto con los resultados de los ensayos
estructurales anteriores, muestran que los andamios de colageno impresos 3D
por método de extrusion podrian utilizarse como alternativa para brindar un
soporte estructural biocompatible debido a que son capaces de otorgar
microambientes locales altamente estructurados que promueven la regeneracion
de tejidos.

En un futuro, se plantea complementar la caracterizacion fisica de los
andamios, mediante la realizacibn de ensayos de traccion y compresion.
Considerando que las investigaciones actuales en la IT buscan mejorar las
caracteristicas de este tipo de estructuras [21], se plantea la posibilidad de
modificar la composicion del andamio combinando el coldgeno con otro tipo de
biomaterial para mejorar sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas con el
objeto de preservar su disefio de impresion 3D, principalmente la altura de los
andamios, la cual fue afectada al someterlos ante distintos tratamientos.
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1.

7.1 Informe de Impresion 3D

Anexos

piel porcina para uso biomédico

Informe de Impresion 3D con
Materiales No Convencionales

<®
®) -ces
»

Cédigo 0002-09-18
Fecha 03/09/2018
Cliente: Franco Barezzi Contacto: Franco Barezzi
Direccion: Dto. De Qca. Biologica - Tel. de Contacto: +5492302467560
FCEFyN-UNC Mail de Contacto: francogastonbarezzi@gmail.com
|Materia| Gel de Colageno

Pre-Procesamiento del Material

Adicién de:
Agua Dest. Cantidad
PBS Cantidad
Etanol Cantidad
Otro
Secado:
Temp. | Tiempo
Rehidratacion:

Agua Dest. Cantidad
PBS Cantidad
Etanol Cantidad
Otro

Post-Procesamiento de la Pieza

Adicion de:
Agua Dest. Cantidad
PBS Cantidad
Etanol Cantidad
Otro
Secado:
Temp. | Tiempo
Rehidratacion:

Agua Dest. Cantidad
PBS Cantidad
Etanol Cantidad
Otro

Observaciones |
Excelente comportamiento del material. Se pudo

imprimir de manera seriada sin necesidad de

modificaciones en el mismo.

Impresion
Sistema
3D-Res
3Donor
BPO3 X
Parametros
Mat 1st Layer 5
Mat 2
Slow 7000
LH 0.4
DBD 0.04
Condiciones
Temp. Amb. X
Temp. Cont. Temp. l
Descartables
Contenedor Petri Plastica de 40mm
Jeringa 3mL
Aguja 21G

Imagenes |

® o
,’ LiFe s
>

Firma del ﬁponsabh Técnico

f——=—— Aden Diaz Nocera
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7.2 Informe presentado a CICUAL para realizacion de ensayo de
implantacion

CICUAL
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

P~
%":

INFORME PARA EVALUACION DE ACTIVIDADES DE INVESTIGACION, DOCENCIA O SERVICIOS DE TERCEROS QUE INVOLUCREN LA
UTILIZACION DE ANIMALES DENTRO DEL AMBITO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FISICAS Y NATURALES, UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CORDOBA (Resolucién 196-HCD-2015)

Ingreso: Egreso:

El presente formulario reviste cardcter de DECLARACION JURADA y tiene por objeto agilizar la
presentacion de los datos necesarios para la evaluacion de su proyecto por parte del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), quien podrd efectuar sugerencias al
investigador o docente. Los datos presentados son de cardcter confidencial y serdn utilizados solo para el
mencionado fin.

USO DE LOS ANIMALES:

O Investigacion

1. TITULO DE: PROYECTO INTEGRADOR DE LA CARRERA DE GRADO DE INGENIERIA BIOMEDICA

Caracterizacion fisica y biologica de andamios impresos 3D de colageno obtenidos a partir de piel porcina
para uso biomédico

2. OBIJETIVOS DE LOS ITEMS ANTERIORES (Describir de forma resumida los objetivos que se
persiguen):

[ Obtencién de colageno a partir de pile porcina, impresién 3D y evaluacién de estructura fisica
(porosidad y estructura fibrilar) de los mismos mediante microscopia 6ptica confocal.

[ Caracterizacion in vitro de andamios de colageno utilizando ensayos de citotoxicidad vy
hemocompatibilidad.

[0 Caracterizacion in vivo de scaffolds de colageno, obtenidos de piel porcina e impresos con
tecnologia 3D, mediante ensayos de pirogenicidad (toxicidad aguda), irritacion e implantacién. El
objetivo de los métodos de ensayo es caracterizar el historial y la evolucion de la respuesta del
tejido después de la implantacion del andamio incluyendo la integracion final o la
resorcion/degradacion del constructo.

3. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE

Asesor de Proyecto Integrador:

Nombre: CID, Mariana Paula

Cargo: Profesor Asistente/ Investigador Asistente (CONICET)

Direccion Personal o Laboral: FCEFyN-UNC-Depto. de Quimica, Vélez Sarsfield
2000.

Te: 0351- 153613972
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CICUAL
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Co-asesor de Proyecto Integrador:

Nombre: COMIN, Romina

Cargo: Profesor Asistente/ Investigador Asistente (CONICET)

Direccion Personal o Laboral: FCEFyN-UNC-Depto. de Quimica, Vélez Sarsfield
2000.

Te: 0351-153540537

Co-asesor de Proyecto Integrador:

Nombre: RIVAROLA, Maria Angélica

Cargo: Investigador Adjunto (CONICET), INICSA (CONICET-UNC)

Direccidn Personal o Laboral: Av. Vélez Sarsfield 299, Facultad de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales Universidad Nacional de Cordoba

Te: (351) 4332100 int 239

3. NOMBRE DE LA FACULTAD/INSTITUTO/DEPARTAMENTO AL QUE PERTENECE EL
INVESTIGADOR/DOCENTE:
Universidad Nacional de Cordoba - Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (FCEFyN)
¢ Dpto. de Quimica, FCEFyN.
* Dpto. de Fisiologia Humana, FCEFyN.
» Instituto de Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (CONICET-UNC). — Universidad Nacional de
Cordoba.

4. ENTIDAD QUE FINANCIA O ACREDITA EL PROYECTO (EN CASO QUE LA HUBIERA):
Apoyo Econdmico Externo a la Facultad: Ninguno.
Apoyo desde los diferentes laboratorios involucrados en provision de materiales necesarios.

5. DURACION DEL PROYECTO (la CICUAL otorgara su aval, cuando corresponda, por la duracién total
del proyecto de investigacion):
Dentro de los distintos ensayos que se realizaran dentro del Proyecto Integrador, el ensayo in vivo, que
involucra el uso de animales tiene una duracion programada de 6 semanas.

7. PERSONAS IMPLICADAS EN EL MANEJO DE ANIMALES

NOMBRE Y APELLIDO INVESTIGADOR/BECARIO/CARGO DOCENTE | ROL EN EL PROYECTO
RIVAROLA, Maria Investigador Adjunto (CONICET), INICSA Asesora

Angélica (CONICET-UNC)

BAREZZ|, Franco Gaston. | Investigador Tesista

GONZALVEZ, Ana Belén | Investigador Tesista
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CICUAL
Ze{JZNW  FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

8. JUSTIFIQUE EL USO DE ANIMALES EN SU ACTIVIDAD.

Justificamos el uso de animales en esta actividad debido a que la muestra de ensayo que se implantara en el
sitio y en la especie animal apropiada tiene como objetivo evaluar la seguridad biologica del material en
estudio de acuerdo a normativa ISO 10993-6 (Evaluacion biolégica de productos sanitarios - Parte 6:
Ensayos relativos a los efectos locales después de la implantacion).

9. JUSTIFIQUE EL NUMERO DE ANIMALES A UTILIZAR DE ACUERDO AL DISENO EXPERIMENTAL Y/O
ANALISIS ESTADISTICO

Desde el Instituto Ferreyra se trasladaron 8 ratas Wistar, al bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales. Dicho numero fue elegido considerando la cantidad de andamios de colégeno impresos
3D disponibles para la realizacion de los ensayos in vivo.

10. ESPECIE/S QUE SE EMPLEARAN EN EL TRABAJO. Indicar raza, cruza, variedad o cepa, sexo y edad.

Se utilizaran 6 ratas macho derivadas de |la cepa Wistar de dos meses de edad.

11. ORIGEN DE LOS ANIMALES. En caso de especies silvestres indique si posee los permisos
correspondientes de captura.

Los animales seran suministrados por el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Mercedes y
Martin Ferreyra” segun condiciones establecidas.

12. Identifique y describa brevemente las instalaciones donde seran albergados (Catedra, laboratorio,
bioterio, etc.)

Durante todo el procedimiento los animales seran mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales, en condiciones ambientales controladas: a 22+ 12C de temperatura, y ciclo luz -
oscuridad (12:12) comenzando la fase de luz a las 7:00 hs, con disponibilidad de agua y comida ad-libitum.

Condiciones de alojamiento de los animales
Individuos por jaula: 2

Tipo de jaula: Box

Dimensiones de jaula:

Tipo de agua de bebida: agua corriente
Cama o lecho:

Ventilacion:

Temperatura: 22+ 1°C

lluminacion: ciclo luz-oscuridad (12:12)
Rutina de limpieza y tratamiento de los Desechos: limpieza de jaulas dia de por medio o ante alguna notoria
suciedad.

Aclaraciones:
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13. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES A REALIZAR SOBRE LOS ANIMALES. Describir brevemente dichos
experimentos (limite maximo 300 palabras)

El procedimiento experimental que se desarrollara sobre los animales serd evaluar los efectos locales
producidos tras el implante del constructo de coldgeno mediante una comparacion de la respuesta del
tejido causada por una muestra de ensayo y la causada por los materiales de control utilizados, cuyas
caracteristicas de aceptabilidad clinica y biocompatibilidad han sido establecidas.

El objetivo de los métodos de ensayo es caracterizar el historial y la evolucion de la respuesta del tejido
después de la implantacion de los scaffolds incluyendo la integracion final o la resorcion/degradacion del
material.

14. Medidas previstas para evitar y/o aliviar el dolor o disminuir el estrés, o facilitar la sujecion (en caso
de medidas farmacologicas indicar droga, dosis, via y frecuencia de administracion)

Los animales seran anestesiados con hidrato de cloral 6% (07 ml/100g peso corporal intraperitoneal.). Se
administrard profilaxis antibidtica y analgesia (Meloxicam) para el postoperatorio intramuscular.

15. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Los animales seran anestesiados con hidrato de cloral 6% (0,7 ml/100g peso corporal intraperitoneal). Una
vez inducida la anestesia se procedera preparar la zona a intervenir (region dorsal) mediante rasurado
(afeitado) y lavado con solucién antiséptica de yodo povidona (Pervinox).

Se realizaran 4 incisiones, en cada una de ellas se implantara un andamio de Colageno porcino, obtenido
por protocolo de extraccion e impreso con tecnologia 3D, que posee una estructura enrejada de 8 capas
superpuestas y de dimensiones 7x4x4 mm. Dos de los andamios seran anclados al tejido muscular mediante
un punto de sutura de Vicryl 4/0, los dos restantes seran implantados directamente sin anclaje.

Una vez finalizado el procedimiento se procedera cerrar las heridas (suturar la piel) mediante puntos sueltos
de Vicryl 5/0. Se administrara profilaxis antibidtica y analgesia (Meloxicam) para el postoperatorio.

Terminada la intervencion (operacion de implante) se esperara a la recuperacion anestésica de los animales
y se procedera a la evaluacion de los mismos segun se detalla en la tabla que contiene el protocolo de
supervision diaria de animales, confeccionada segun lineamientos establecidos en las guias sobre el uso y
cuidado de los animales de experimentacion.

16. EUTANASIA
- Eutanasia programada (Indique método y/o producto, via y dosis):

Luego de 4 y 6 semanas respectivamente, de acuerdo a los animales seleccionados, los sujetos
experimentales seran eutanasiados. Para este fin los mismos seran sedados con Hidrato de Cloral 6%
(0.6ml1/100g de peso corporal) y posteriormente decapitados con una guillotina para animales pequefios. El
procedimiento serad realizado siempre por una persona técnicamente competente y con experiencia,
asegurando el uso de una guillotina adecuada y en buen estado. Una vez sedados los animales se sujetaran

4
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CICUAL

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

de una forma segura y se introducira la cabeza hasta exponer la region cervical a la zona de corte de la
guillotina. Cabe destacar que la decapitacion se realizara en una habitacion separada del resto de las ratas y
el instrumental sera cuidadosamente limpiado entre cada animal.

Posteriormente, se realizara una incision longitudinal sobre el dorso y se procedera a la extraccion de los
implantes (los andamios) con el tejido circundante, aproximadamente de 5 milimetros de diametro.

17. DESTINO FINAL DE LOS ANIMALES:
¢Los animales seran sacrificados al finalizar la practica? Si

Indique destino final:

18. ¢Los procedimientos involucran riesgos potenciales para el personal afectado, alumnos o el
medioambiente? Si es asi indique cuales son y las medidas de control a implementar para minimizar los
riesgos.

No.

19. Indique otra informacién de interés para la evaluacion de la CICUAL.

Todas las informaciones consignadas son ciertas a mi entender y saber.

EN o alos .... diasde ........... de 20
Firma del Director de proyecto Firma del responsable
Aclaracion y DNI Aclaracion y DNI
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CICUAL
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Ingreso: 4 de Julio del 2018.

Proyecto: Caracterizacion fisica y biolégica de andamios impresos 3D de colageno
obtenidos a partir de piel porcina para uso biomédico.

Responsable Dra. Maria Angélica Rivarola.

Dictamen Este Comité realizé observaciones en la primera versién enviada, las cuales
CICUAL fueron tenidas en cuenta por los investigadores en la version final del protocolo.
El proyecto cumple con las normativas dictadas por este CICUAL en relacion al
manejo y tratamiento de animales de laboratorio. Se usaran ratas Wistar, las
cuales serdn mantenidas en el bioterio de la FCEFyN-UNC. De esta manera los

procedimientos descriptos siguen las normativas internacionales y nacionales

vigentes.
N° de Acta Fecha:
20/2018 21 de
CICUAL Noviembre
de 2018

De acuerdo al Reglamento vigente Resol. 571-HCD-2014
Firma integrantes CICUAL presentes:
Dra. M. Defagd

Oy

Dra. J. Kembro
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7.3 Tabla de valoracidn del dolor desarrollada por NC3Rs

N C National Centre
for the Replacement
3 RS Refinement & Reduction

of Animals in Research

The Rat Grimace Scale

Research has demonstrated that changes in facial expression provide a means of assessing pain in rats.

The specific facial action units shown below have been used to generate the  The action units should only be used in awake animals. Each animal should
Rat Grimace Scale. These action units increase in intensity in response to be observed for a short period of time to avoid scoring brief changes in
post-procedural pain and can be used as part of a clinical assessment. facial expression that are unrelated to the animal’s welfare.

Not present “0" Moderately present “1” | Obviously present “2"

Orbital tightening -
= Closing of the eyelid (narrowing
of orbital area) 3 <
= " -~

= A wrinkle may be visible around
the eye

Nose/cheek flattening i
= Flattening and elongation of -

the bridge of the nose

* Flattening of the cheeks
(potentially sunken look)

Ear changes

= Ears curl inwards and are angled
forward to form a ‘pointed’ shape

= Space between the ears increases

Whisker change

= Whiskers stiffen and angle along
the face

= Whiskers may 'clump’ together

= Whiskers lose their natural
‘downward’ curve

Read the original paper:

Sotocinal SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttle AH, Martin LJ, Wieskopf JS, Mapplebeck JCS, idance on using the Rat Grimace Scale, re: ch papers that underpin this

Wei P, Zhan S, Zhang S, McDougall JJ, King OD, Mogil JS. 201 1. The Rat Grimace Scal technique, and for grimace scalesin o species, visit: www.nc3rs.orguk/grimacescales.
partially automated method for quantifying pain in the laboratory rat via facial expressions. To request copies of this poster, please email: enquirie: c3rs.org.uk

Molecular Pain 7: 55. doi:10.1186/1744-8069-7-55 The NC3Rs provides a range of 3Rs resources at: www.nc3rs.org.uk/resources

Images kindly provided by Dr Jeffrey Mogil, McGill University
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7.4 Dimensiones de andamios no liofilizados

A

2Bl Medicion n°1|Medicion n°2Medicion n°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado 3z ado
5 5 51 5,03 0,06 0,03 5,03+0,03

4,8 5,2 5,2 5,07 0,23 0,13 5,07+0,13

5 5,2 5,2 5,13 0,12 0,07 5,13+0,07

4 5 5 5,2 5,07 0,12 0,07 5,07+0,07
4,9 51 5,2 5,07 0,15 0,09 5,07+0,09

6 4,4 5,2 5,2 4,93 0,46 0,27 4,93+0,27
53 5,4 5,3 5,33 0,06 0,03 5,33+0,05

8 53 5,2 51 5,2 0,1 0,06 5,20+0,06
9 5 5 5,2 5,07 0,12 0,07 5,07+0,07
0 54 53 5,3 5,33 0,06 0,03 5,33+0,05
55 55 5,3 5,43 0,12 0,07 5,43+0,07

4,6 5,2 5,2 5 0,35 0,2 5,00+0,20

4,7 5 5,4 5,03 0,35 0,2 5,03+0,20

4 51 5,4 51 5,2 0,17 0,1 5,20+0,10
4,8 53 5,2 51 0,26 0,15 5,10+0,15

6 4 5,2 5,2 4,8 0,69 0,4 4,80+0,40
5 5 5,8 5,27 0,46 0,27 5,27+0,27

8 4,4 5,2 5,2 4,93 0,46 0,27 4,93+0,27
9 4,7 5,2 5,3 5,07 0,32 0,19 5,07+0,19
0 5 5,3 5,4 5,23 0,21 0,12 5,23+0,12
4,1 5,2 5,2 4,83 0,64 0,37 4,83+0,37

4,9 5,3 5,3 5,17 0,23 0,13 5,17+0,13

5 5,1 5,2 51 0,1 0,06 5,10+0,06

4 4,8 5,1 5,2 5,03 0,21 0,12 5,03+0,12
4,1 5,3 5,3 4,9 0,69 0,4 4,90+0,40

6 4,9 5,1 5,2 5,07 0,15 0,09 5,07+0,09
51 5,3 5,3 5,23 0,12 0,07 5,23+0,07

8 51 53 51 5,17 0,12 0,07 5,17+0,07
9 5 5,2 5,3 5,17 0,15 0,09 5,17+0,09
0 5 5,2 5,2 5,13 0,12 0,07 5,13+0,07
51 5,2 5,4 5,23 0,15 0,09 5,23+0,09

4,8 5,1 51 5 0,17 0,1 5,00+0,10

4,8 5,3 5,4 5,17 0,32 0,19 5,17+0,19

4 51 5,3 5,3 5,23 0,12 0,07 5,23+0,07
4,9 53 55 5,23 0,31 0,18 5,23+0,18

6 4,6 5,2 5,2 5 0,35 0,2 5,00+0,20
ota 5,11 0,14 0,02 5,11+0,02

Tabla 13. Mediciones del ancho [mm] de los andamios impresos expresados como media + error asociado.
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2UEIeN Medicion n°1|Medicion n°2|Medicién n°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3z ado
6,9 8 8 7,63 0,64 0,37 7,63+0,37

6,7 8 8 7,57 0,75 0,43 7,57+0,43

7,7 8,1 8 7,93 0,21 0,12 7,93+0,12

4 7,6 8,2 8,1 7,97 0,32 0,19 7,97+0,19
6,9 8,1 8 7,67 0,67 0,38 7,67+0,38

6 6,7 7,3 8 7,33 0,65 0,38 7,33+0,38
7 8,2 8,1 7,77 0,67 0,38 7,77+0,38

8 6,8 8 7,8 7,53 0,64 0,37 7,53+0,37
9 7,8 7,5 7,8 7,7 0,17 0,1 7,70+0,10
0 7 7,7 8,2 7,63 0,6 0,35 7,63+0,35
8 8,2 8,2 8,13 0,12 0,07 8,13+0,07

6,8 7,7 8 7,5 0,62 0,36 7,50+0,36

7,6 8 8,3 7,97 0,35 0,2 7,97+0,20

4 7 8,2 8,3 7,83 0,72 0,42 7,83+0,42
7,9 8 8,1 8 0,1 0,06 8,00+0,06

6 7,2 8,1 8 7,77 0,49 0,28 7,77+0,28
7,8 8 8,4 8,07 0,31 0,18 8,07+0,18

8 7,1 8,2 8,2 7,83 0,64 0,37 7,83+0,37
9 7,6 8,2 8,3 8,03 0,38 0,22 8,03+0,22
0 8 8,1 8,4 8,17 0,21 0,12 8,17+0,12
7 8,1 8 7,7 0,61 0,35 7,70+0,35

7,1 7,8 8 7,63 0,47 0,27 7,63+0,27

6,7 8,1 8,1 7,63 0,81 0,47 7,63+0,47

4 7 7,3 8 7,43 0,51 0,3 7,43+0,30
7,2 8 8,1 7,77 0,49 0,28 7,77+0,28

6 7 8 8,2 7,73 0,64 0,37 7,73+0,37
8 8,2 8,3 8,17 0,15 0,09 8,17+0,09

8 7,7 8 8,3 8 0,3 0,17 8,00+0,17
9 8,2 8 8,07 0,12 0,07 8,07+0,07
0 7,5 7,5 7,33 0,29 0,17 7,33+0,17
7 8 8 7,67 0,58 0,33 7,67+0,33

6,8 8,2 8 7,67 0,76 0,44 7,67+0,44

7,3 8,2 8,2 7,9 0,52 0,3 7,90+0,30

4 7,6 8 8 7,87 0,23 0,13 7,87+0,13
7,2 8 8,2 7,8 0,53 0,31 7,80+0,31

6 6,9 8 8 7,63 0,64 0,37 7,63+0,37
ota 7,78 0,22 0,04 7,78+0,04

Tabla 14. Mediciones del largo [mm] de los andamios impresos expresados como media + error asociado.
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A cl

2UEIeN Medicion n°1|Medicion n°2|Medicién n°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3z ado
3,5 3,2 3,3 3,33 0,15 0,09 3,33+0,09

3,4 3 3 3,13 0,23 0,13 3,13+0,13

3,2 3 3,3 3,17 0,15 0,09 3,17+0,09

4 3,3 3,2 3,2 3,23 0,06 0,03 3,23+0,05
3 3,1 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,05

6 3 3 3 3 0 0 3,00+0,05
3,1 3,1 3,2 3,13 0,06 0,03 3,13+0,05

8 3 2,8 3 2,93 0,12 0,07 2,93+0,07
9 3 3 3 3 0 0 3,00+0,05
0 3,1 3 3,2 3,1 0,1 0,06 3,10+0,06
2,5 3 2,7 2,73 0,25 0,15 2,73+0,15

3,1 3 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,05

3,2 3,1 3,3 3,2 0,1 0,06 3,20+0,06

4 3 3,1 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,05
3 2,8 3 2,93 0,12 0,07 2,93+0,07

6 3 2,8 3,1 2,97 0,15 0,09 2,97+0,09
31 3,2 3 3,1 0,1 0,06 3,10+0,06

8 2,5 2,7 3 2,73 0,25 0,15 2,73+0,15
9 2,5 3 3,2 2,9 0,36 0,21 2,90+0,21
0 3,4 3,2 3,1 3,23 0,15 0,09 3,23+0,09
31 3 3,3 3,13 0,15 0,09 3,13+0,09

3,1 3,1 3,2 3,13 0,06 0,03 3,13+0,05

3,3 3 3 3,1 0,17 0,1 3,10+0,10

4 31 3,2 3,2 3,17 0,06 0,03 3,17+0,03
3,1 3 3,3 3,13 0,15 0,09 3,13+0,09

6 3,3 3 3,4 3,23 0,21 0,12 3,23+0,12
3,2 3,2 3 3,13 0,12 0,07 3,13+0,07

8 2,5 2,1 2,3 2,3 0,2 0,12 2,30+0,12
9 3,1 3 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,03
0 3,2 3,1 3 3,1 0,1 0,06 3,10+0,06
3 3 3 3 0 0 3,00+0,05

3,5 3,4 3,3 3,4 0,1 0,06 3,40+0,06

3 31 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,05

4 3 3 2,3 2,77 0,4 0,23 2,77+0,23
3,3 3,3 3,3 3,3 0 0 3,30+0,05

6 3,3 2,8 3,2 31 0,26 0,15 3,10+0,15
ota 3,06 0,2 0,03 3,06+0,05

Tabla 15. Altura [mm] de los andamios impresos expresados como media + error estandar asociado.
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Medicién N°2|Medicién N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [ ado

4,7 4,70 5 4,80 0,17 0,10 4,80+0,10
5,20 5,30 5,20 5,23 0,06 0,03 5,23+0,05
5,10 5,20 5 5,10 0,10 0,06 5,10+0,06
5,10 52 5,10 5,13 0,06 0,03 5,13+0,05
4,50 4,60 4,50 4,53 0,06 0,03 4,53+0,05
5 5,00 5,10 5,03 0,06 0,03 5,03+0,05
5,20 5,10 5,20 5,17 0,06 0,03 5,17+0,05
5,10 5,20 5,10 5,13 0,06 0,03 5,13+0,05
5 5 4,90 4,97 0,06 0,03 4,97+0,05
5,20 5,10 5,20 5,17 0,06 0,03 5,17+0,05
5,10 5,20 5,20 5,17 0,06 0,03 5,17+0,05
ota 5,04 0,21 0,06 5,04+0,06

Tabla 16. Ancho [mm] de los andamios impresos liofilizados expresados como media + error estandar

asociado.

ApleElylfe} Medicion N° 1

Medicion N°2|Medicién N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado 3 ado
7,3 7,5 7,4 7,4 0,1 0,06 7,40+0,06
8 8 8 8 0 0 8,00+0,05
7,6 7,6 7,4 7,53 0,12 0,07 7,40+0,07
8 8 8 8 0 0 8,00+0,05
7,4 7,5 7,4 7,43 0,06 0,03 7,40+0,05
7,2 7,1 7,1 7,13 0,06 0,03 7,10+0,05
8,1 8 8 8,03 0,06 0,03 8,00+0,05
7,3 7,3 7,3 7,3 0 0 7,30+0,05
7,2 7,3 7,4 7,3 0,1 0,06 7,40+0,06
7,3 7,3 7,2 7,27 0,06 0,03 7,20+0,05
8 8 8,1 8,03 0,06 0,03 8,10+0,05

ota 7,58 0,36 0,1 7,58+0,10

Tabla 17. Largo [mm] de los andamios impresos liofilizados expresados como media + error estandar

asociado.
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A

sElplle)} Medicion N° 1|Medicion N°2|Medicion N°3(Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3 ado
3 3,1 3 3,03 0,06 0,03 3,03+0,05

2,5 2,5 2,6 2,53 0,06 0,03 2,53+0,05

2,8 2,7 2,7 2,73 0,06 0,03 2,73+0,05

4 3,2 3,3 3,2 3,23 0,06 0,03 3,23+0,05
2,3 2,4 2,4 2,37 0,06 0,03 2,37+0,05

6 2,4 2,3 2,5 2,4 0,1 0,06 2,40+0,06
2,7 2,6 3 2,77 0,21 0,12 2,77+0,12

8 2,4 2,4 2,3 2,37 0,06 0,03 2,37+0,05
9 2,4 2,4 2,3 2,37 0,06 0,03 2,37+0,05
0 2,3 2,2 2,2 2,23 0,06 0,03 2,23+0,05
2,3 2,3 2,3 2,3 0 0 2,30+0,05

ota 2,58 0,33 0,09 2,54+0,05

Tabla 18. Alto [mm] de los andamios impresos liofilizados expresados como media + error asociado.
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7.6 Dimensiones de andamios inmersos en medio de cultivo

A

AeE1nlle} Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{z ado
5,10 5,10 5,20 5,13 0,06 0,03 5,13+0,16

5 5 5,10 5,03 0,06 0,03 5,03+0,06

ota 5,08 0,07 0,05 5,08+0,05

Tabla 19. Ancho [mm] de los andamios impresos liofilizados e inmersos en medio de cultivo, expresados
como media * error asociado.

A Elplle} Medicion N° 1|Medicion N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3 ado
8 8 8,1 8,03 0,06 0,03 8,03+0,05

7.4 7,5 7,4 7,43 0,06 0,03 7,43+0,05

ota 7,73 0,42 0,29 7,73+0,29

Tabla 20. Largo [mm] de los andamios impresos liofilizados e inmersos en medio de cultivo, expresados
como media * error asociado.

A

AaeETnlle} Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{z ado
1,9 2 1,9 1,93 0,06 0,03 1,93+0,05

2 2 2,1 2,03 0,06 0,03 2,03+0,05

ota 1,98 0,07 0,05 1,98+0,05

Tabla 21. Alto [mm] de los andamios impresos liofilizados e inmersos en medio de cultivo, expresados como

media * error asociado.
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7.7 Dimensiones de los andamios hidratados con PBS

A

AaeE1nlle} Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{z ado
5 5,2 5,2 5,13 0,12 0,07 5,13+0,07
5,2 5,2 5,2 52 0 0 5,2+0,0
54 5,4 5,3 5,37 0,06 0,03 5,37+0,03
ota 5,23 0,12 0,07 5,23+0,07

Tabla 22. Ancho [mm] de los andamios impresos liofilizados e hidratados con PBS, expresados como media

+ error asociado.

A Elplle} Medicion N° 1|Medicion N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3 ado
7,4 7,7 7,2 7,43 0,25 0,15 7,43+0,15

7,4 7,7 7,4 7,5 0,17 0,1 7,5+0,10

8,3 8 8,2 8,17 0,15 0,09 8,17+0,09

ota 7,7 0,41 0,24 7,7x0,24

Tabla 23. Largo [mm] de los andamios impresos liofilizados e hidratados con PBS, expresados como media

+ error asociado.

A

AeETnlle} Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{: ado
3,1 3,1 3 3,07 0,06 0,03 3,07+0,03

3,2 3 3 3,07 0,12 0,07 3,07+0,07

3 3,3 3,2 3,17 0,15 0,09 3,17+0,09

ota 3,1 0,06 0,03 3,10+0,03

Tabla 24. Alto [mm] de los andamios impresos liofilizados e hidratados con PBS, expresados como media

+ error asociado.
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7.8 Dimensiones de los andamios sometidos a cultivo celular

A

AaeE1nlle} Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{z ado
5,2 5,2 5,3 5,2 0,1 0,06 5,20+0,06

51 5,2 5,2 52 0,1 0,06 5,20+0,06

53 5,4 5,4 54 0,1 0,06 5,40+0,06

ota 5,26 0,1 0,06 5,26+0,06

Tabla 25. Ancho [mm] de los andamios impresos liofilizados e incubados en cultivo celular, expresados
como media + error asociado.

AeETnllel Medicion N° 1{Medicién N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado [I3{z ado
8 8,2 8 8,1 0,1 0,06 8,10+0,06

8,2 8,2 8,3 8,2 0,1 0,06 8,20+0,06

8,4 8,2 8,2 8,3 0,1 0,06 8,30+0,06

ota 8,19 0,1 0,06 8,19+0,06

Tabla 26. Largo [mm] de los andamios impresos liofilizados e incubados en cultivo celular, expresados como

media * error asociado.

A

AaleElplle} Medicion N° 1|Medicion N°2|Medicion N°3|Media|Desvio Estandar|Error Estandar Asociado I3 do
3 2,8 3 2,9 0,1 0,06 2,90+0,06

3 3 3,1 3 0,1 0,06 3,00+0,06

3,2 3,1 3,2 3,2 0,1 0,06 3,20+0,06

ota 3,04 0,12 0,07 3,04+0,07

Tabla 27. Alto [mm] de los andamios impresos liofilizados e incubados en cultivo celular, expresados como

media * error asociado.
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7.9 Registros de temperatura corporal, peso y estado general

Edad de los animales

Rata N°1 [°C] RataN°2 [°C] RataN°4 [°C] RataN°5 [°C] Rata N°6 [°C] Rata N°7 [°C]

Referencias

GIEY|
66 354 35,8 36,1 35,8 35,9 352
85 37,1 36,1 36,1 37,9 36 36,9 Cirugia Ratas 4, 5
90 35,7 35,7 357 34,6 35,8 36,6 Cirugia Ratas 6y 7

92 36,3 36,9 36,7 37,3 37,7 38,7
93 35,5 36,9 37 36,1 37,1 359
94 36 35,9 359 35,6 34,5 34,8
36 36 36,1 354 36,8 36,8

97 36,2 36 36 36 36,2 36
98 36,5 37 358 36,4 35,8 354
99 36,1 36 36,9 37,1 36,1 359
100 36,5 36,9 35,6 374 36,7 374
101 36,2 37,1 36 37,1 374 36,9
102 35,8 36,1 36,2 36,7 35,7 38,1
103 36,2 37,3 36,2 37 37,4 36,1
104 35,1 354 35,1 358 36,8 36,4
105 36,9 37,6 37,1 36,3 36,4 37,1
106 34,9 36,3 384 36,8 36,4 38
107 354 35,6 36,1 36,4 37,3 36,1
109 36,4 36,7 36,1 38,3 36,1 345
110 354 34,7 36,3 38,3 35,6 353
111 35,1 35,2 37,1 374 35,6 374
112 35,8 35,3 36,3 36,6 35,2 36,1
113 36,4 37,6 35,8 35,3 37,2 353
116 36,4 36,2 36,4 37,7 35,3 353
117 354 36 37,1 35,2 36 357
118 35,8 35,6 353 36,7 35,2 36,4
119 35,8 36 37,7 37,3 35,6 37,4
120 35,8 37,1 37,7 36,5 36,6 359
121 35,3 36,8 38,1 36,4 35,1 374
123 36 36,5 37 35,8 36,3 36,6
124 37,7 36,5 37,6 37,6 37 36,7
125 36,7 37 36,9 36,7 36,4 37
127 36,7 36,6 36,7
128 374 37,5 36,6
130 37,3 374 36,2
131 36,7 36,9 36,3
132 36 36,3 36,7
133 36,3 36,8 36,7
134 36,4 37 36,6
135 36,3 36,9 36
136 36,7 36,4 36,6
138 36,5 36,4 36,2
139 36,4 36,6 36,4
140 37,3 36,7 358
141 36,5 37,2 36,4
144 36,2 36,2 36,4
146 36,3 36,3 36,5
149 36,3 36,4 36,4
36,4 36,3 36,4
ersindceme | ® | w3 | ws | wme [ w2 | s

Desvio Estandar 0,6 0,7 0,8 0,9 0,8 1
Error Estandar Asociado 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2

Resultado

36,0+0,1

36,3x0,1

36,540,1

36,60,2

36,2+0,1

36,40,2

Tabla 28. Temperatura de los animales ensayados hasta el dia de su eutanasia.
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