UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA MECANICA

DISENO DE SCAFFOLDS AUXETICOS FABRICADOS
MEDIANTE IMPRESION 3D PARA ESTIMULACION
MECANICA DE CELULAS

MEMORIA PARA OPTAR AL TITULO DE INGENIERA CIVIL MECANICA

CONSTANZA MAKARENA FUENTEALBA SIERRA

PROFESOR GUIA:
HUMBERTO PALZA CORDERO

MIEMBROS DE LA COMISION:
VIVIANA MERUANE NARANJO
JUAN PABLO ACEVEDO COX

SANTIAGO DE CHILE
2021



RESUMEN DE LA MEMORIA PARA OPTAR
AL TITULO DE: Ingeniera Civil Mecanica
POR: Constanza Makarena Fuentealba Sierra
FECHA: Agosto 2021

PROFESOR GUIA: Humberto Palza Cordero

DISENO DE SCAFFOLDS AUXETICOS FABRICADOS MEDIANTE IMPRESION 3D
PARA ESTIMULACION MECANICA DE CELULAS

Estudios recientes han logrado demostrar que los andamios auxéticos son capaces de
mantener el crecimiento celular y preservar la capacidad de expansion de espacios entre las
interfaces de capa, por lo que son potencialmente aceptables para la formacion de tejido.
También sugieren que los andamios auxéticos con coeficiente de Poisson ajustable podrian
influir en la diferenciacion de las células madre.

El objetivo general de esta memoria para optar al Titulo de Ingeniera Civil Mecénica fue
fabricar andamios auxéticos mediante impresion 3D, y estudiar el efecto de su coeficiente de
Poisson sobre el crecimiento de células madre mesenquimales cultivadas en su superficie.

Se seleccionaron tres estructuras auxéticas correspondientes a panal reentrante, semi-rigida
cuadrada y Kagome triangular, ademas de una estructura de panal hexagonal normal como
punto de comparacion. Estas fueron disefiadas en el software CAD Fusion 360, para luego
ser impresas en la impresora FormLab 2, utilizando el software PreForm.

La estructura de panal reentrante fue impresa a escala de centimetros en resina estandar,
flexible, elastica y dental SG. Se descarté resina flexible y estandar.

Se realiz6 impresion a escala de centimetros y milimetros de las estructuras panal reentrante,
semi-rigida cuadrada y Kagome triangular, en resina elastica y dental SG. Se descarté resina
elastica y estructura semi-rigida cuadrada.

Se realizaron ensayos de traccion en estructura de panal reentrante y Kagome triangular, a
escala milimétrica, impresas con resina dental SG, sin post curado. Se grab6 cada ensayo y
se obtuvo los coeficientes de Poisson en base a las deformaciones obtenidas de cuatro puntos
de la estructura.

Se realizaron cultivos celulares sobre laminas lisas de resina dental SG sin curar, y scaffolds
con estructura Kagome triangular.

Se realizd un cultivo celular sobre piezas lisas y con estructura Kagome, impresas en resina
dental sin curar. En la pieza lisa, su opacidad no permitio observar resultados. En la estructura
Kagome, previamente esterilizada, se realizaron diversos analisis para determinar la
proliferacion celular sobre estas. Las piezas sin tratamiento previo para facilitar la adhesion
y eliminar cualquier posible residuo de resina, no permiten el cultivo celular pues la resina
sin curar sigue siendo dafiina para la célula y por ende evita su proliferacion. Se descarta la
resina dental, sin curar y sin tratamientos, para fabricar scaffolds.



Vive el presente, recuerda el pasado y no temas el futuro,
porgue no existe, ni existira jamas. Sélo existe el ahora.

— Christopher Paolini
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1. Introduccion

1.1. Antecedentes generales
1.1.1. Impresion 3D

La impresién 3D, también conocida como manufactura aditiva, prototipado rapido o
fabricacion sdlida de forma libre, es un “proceso de unir materiales para hacer objetos 3D a
partir de un modelo de datos, usualmente capa por capa”, el cual fue descrito por primera vez
en 1986 por Charles Hull. Esta tecnologia crea objetos afiadiendo el material para reducir el
desperdicio, mientras se alcanza una satisfactoria precision geométrica.

Comienza con un modelo de computadora mallado en 3D, que puede ser creado por datos de
imagen adquirida o estructuras disefiadas en software asistido por computadora (Computer-
Aided Design: CAD). Comunmente se crea un archivo STL (Surface Tessellation Language
o lenguaje de teselacion de superficie), el cual posteriormente se convierte en un archivo de
construccion de capas 2D y se envia a la maquina de impresion 3D,

Las técnicas establecidas de prototipado rapido se resumen en la Tabla 1.1 y corresponden a:

1. Modelado por deposicion fundida (FDM: Fused Deposition Modeling):

Filamento B Filamento A
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i | |
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e Boquilla de Extrusién
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EEEEEN
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— 5
Plataforma de Fabricacién - Carrete de Material

Figura 1.1: Representacion esquematica de una configuracion FDM tipical™,

Las impresoras FDM funcionan por extrusion controlada de filamentos de un material
polimérico termoplastico, como se observa en la Figura 1.1. El filamento se funde a un estado
semiliquido en la boquilla y es extruido capa por capa sobre la plataforma de construccion,
donde las capas se unen por fundicion y luego solidifican a partes finales.



2. Cama de polvo y cabezal de inyeccion de tinta de impresion 3D (3DP: 3D Printing):

Cabezal de Impresién de Inyeccién
de Tinta (Entrega de Aglutinante)

Plataforma de Suministro de Polvo

Plataforma de Fabricacién

Figura 1.2: Representacion esquematica de una configuracion 3DP tipical™l.

Se basa en el procesamiento de polvo (puede ser de cualquier material polimérico que se
pueda suministrar en este formato), que inicialmente se esparce en la plataforma de
construccién y luego se une selectivamente en una capa con patron determinado, depositando
un aglutinante liquido a través del cabezal de impresién de inyeccion de tinta, que puede
moverse en direccion x-y como se observa en la Figura 1.2. Una vez que se logra el patron
2D deseado, la plataforma desciende y se esparce la siguiente capa de polvo. Este proceso se
repite hasta terminar la estructura y finalmente se debe eliminar el polvo no adherido para
obtener los productos finales.

3. Estereolitografia (SLA: Stereolithography):

Fuente de Liser

Sistema de Escaner

Plataforma de Fabricac

otopolimero Liquido

Figura 1.3: Representacion esquematica de una configuracion SLA tipicall.



Utiliza fotopolimeros que pueden ser curados por laser UV. Un laser UV es controlado
apuntando un camino deseado en el depdsito de resina fotocurable, la cual se polimerizaré en
una capa con disefio 2D, como se observa en la Figura 1.3. Después de que cada capa es
curada, la plataforma baja y otra capa de resina sin curar esta lista para ser modelada.

4. Sinterizacion por laser selectiva (SLS: Selective Laser Sintering):

Fuente de Laser Sistema de Escaner

“ Plataforma d
Suministro de Polvo

Plataforma de Fabricacién
Figura 1.4: Representacion esquematica de una configuracion SLS tipicall.

Similar a la técnica 3DP pero, en lugar de utilizar un aglutinante liquido, utiliza un rayo laser
con un camino controlado que sinteriza los polvos calentandolos. Bajo el laser de alta
potencia, polvos vecinos se funden juntos a través de difusion molecular y luego comienza
el procesamiento de la siguiente capa, como se observa en la Figura 1.4. Se debe remover el
polvo no adherido para obtener los productos finales.

5. Trazado 3D / Escritura directa 3D:

Presion Neumatica /
Motor Paso a Paso

Material (Liquido,
Pasta, Hidrogel)

Medio de Trazado

Pl

Figura 1.5: Representacion esquematica de una configuracion de trazado 3D tipicalt.
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Se basa en la extrusion de un material viscoso a través de una jeringa presurizada para crear
formas 3D de materiales. La cabeza de la jeringa puede moverse en tres dimensiones,
mientras que la plataforma donde los materiales se unen capa por capa se mantiene
estacionaria, como se observa en la Figura 1.5. Se pueden realizar acciones de curado
dispersando dos componentes reactivos utilizando boquillas de mezcla o inducido por calor
0 luz UV. En ciertos casos, los materiales pueden pasar a un medio para finalizar la reaccion

de curado.

En la Tabla 1.1 se encuentra un resumen de las técnicas anteriormente mencionadas.

Tabla 1.1: Resumen de las técnicas establecidas de prototipado rapidof.

Estado Material polimérico
Técnica inicial del i F;co Principio de trabajo Ventajas Desventajas
material P
Termopléasticos como Extrusion Bajo costo, buena Anisotropia,
FDM Filamento PC, ABS, PLA,y q lon y resistencia, maltiples Obstruccidn de la
eposicion . ;
nylon materiales boquilla
. Resina fotocurable Escaneo laser y L Materiales limitados,
Fotopolimero . . . ; Alta resolucién de : .
SLA liqui (resina epoxi 0 a base | curado inducido por . 2 citotoxicidad, alto
iquido - impresién
de acrilato) uv costo
Escaneo laser y Buena resistencia, facil
SLS Polvo PCL Y pol_vo de sinterizacion inducida | remocién del polvo de AIFO.COStO’
poliamida superficie polvosa
por calor soporte
Cualquier material . Bajo costo, multiples Obstruccion del
que se pueda Impresion de . .
L . materiales, facil chorro o
3DP Polvo suministrar como aglutinante con goteo e S
. remocion del polvo de contaminacion del
polvo, necesita a demanda .
. soporte aglutinante
aglutinante
Extrusion presurizada Alta resolucién de
Trazado Liquido o PCL, PLA, hidrogel de J_e:\rlngyll_la, y impresion, capamdad Baja,re_5|sten0|a
3D pasta curacion asistida por para materiales mecanica, lenta
calor o UV blandos

1.1.2. Scaffolds

Los recientes avances en el campo de la manufactura aditiva han permitido la fabricacion de
estructuras con arquitecturas arbitrariamente complejas a diferentes escalas. La velocidad y
facilidad de fabricacion han convertido a la impresion 3D en una de las principales
herramientas para la ingenieria de tejidos, en particular para la fabricacion de scaffolds.

De acuerdo con la norma ASTMF2150-13 un scaffold o andamio es un soporte, vehiculo o
matriz para facilitar la migracion, adhesion o transporte de células o moléculas bioactivas
que es usada para reemplazar, reparar o regenerar tejidos. Los andamios son estructuras
tridimensionales y porosas que sirven como soporte temporal para el crecimiento vascular y
celular, mientras se da la regeneracion tisular esperadal?l,

Casi todas las células en los tejidos humanos son dependientes de su anclaje en una matriz
solida llamada Matriz Extracelular (ECM: Extracellular Matrix). Las funciones de esta matriz
se pueden clasificar en 5 categoriast®!:



1. Proveer un soporte estructural y ambiente fisico para que las células residentes en el tejido
puedan adherirse, crecer, migrar y responder a sefiales.

2. Otorgar al tejido sus propiedades mecénicas, como la rigidez y elasticidad, que estan
asociadas a las funciones del tejido.

3. Proveer activamente sefiales bioactivas a las células para regulacion de sus actividades.
4. Actuar como reserva de factores de crecimiento y potenciar su bioactividad.

5. Proveer un entorno fisico degradable para permitir neovascularizacién y remodelamiento
en respuesta a los desafios del desarrollo, fisiologicos y patoldgicos, durante los procesos
dindmicos de tejidos llamados morfogénesis, homeostasis y cicatrizacion de heridas
respectivamente.

Intuitivamente el mejor scaffold para un tejido disefiado deberia ser la ECM del tejido
objetivo en su estado nativo. Sin embargo, las multiples funciones, la compleja composicion
y la naturaleza dinamica de la misma vuelve dificil imitarla exactamente. Por lo tanto, el
concepto contemporaneo de los scaffolds en la ingenieria de tejidos es imitar las funciones
de la ECM nativa, al menos de forma parcial. De esta manera, las caracteristicas que debe
tener el scaffold son:

1. Arquitectura: Los scaffolds deben proveer un volumen vacio para la vascularizacion,
formacion del nuevo tejido y remodelamiento, a fin de facilitar la integracién del
tejido huésped en la implantacion. Los biomateriales deberian ser procesados para
dar una estructura suficientemente porosa para un transporte eficiente de nutrientes y
metabolitos, sin comprometer significativamente la estabilidad mecanica del scaffold.
En el afio 2014, Yamamoto y sus colaboradores establecieron que el tamafio 6ptimo
de un poro debe oscilar entre 100-500 [um] para que sea posible la migracion
celulart?,

Los biomateriales también deben ser degradables tras la implementacion a una
velocidad equivalente a la de la produccion de una nueva matriz por el tejido en
desarrollo.

2. Compatibilidad: Los scaffolds deben proporcionar soporte para que células
externamente aplicadas se adhieran, crezcan y diferencien tanto durante un cultivo in
vitro como en implantacién in vivo. Los biomateriales usados para fabricar los
scaffolds necesitan ser compatibles con los componentes celulares de los tejidos
disefiados y las células enddgenas en el tejido del huésped.

3. Bioactividad: Los scaffolds pueden interactuar con los componentes celulares de los
tejidos disefiados activamente para facilitar y regular sus actividades. Los
biomateriales pueden incluir sefiales biologicas como ligandos de adhesivo celular
para amplificar adherencia o sefiales fisicas como topografia para influenciar la
morfologia celular y alineamiento. El scaffold también puede servir como vehiculo
de transporte o reservorio para sefiales estimulantes del crecimiento enddgenas como
los factores de crecimiento para acelerar la regeneracion.



4. Propiedades mecanicas: Los scaffolds proporcionan estabilidad mecéanica y de forma
al defecto en el tejido. Las propiedades mecénicas intrinsecas de los biomateriales
usados para scaffolds o sus propiedades post-procesamiento deben coincidir con las
del tejido huésped®!.

En el Anexo B se encuentra una tabla comparativa entre las funciones de la ECM en un tejido
nativo y de un scaffold en un tejido de ingenieria.

1.1.3. Materiales Auxéticos

Una rama de investigacion de la ingenieria de tejidos se ha enfocado en estudiar los efectos
que pueden tener los scaffolds con estructura auxética en la generacion de tejidos y sus
funciones.

Las estructuras auxéticas y materiales auxéticos son aquellos que tienen un coeficiente de
Poisson negativo y exhiben un comportamiento contraintuitivo cuando se les aplica fuerza:
el area transversal aumenta con el estiramiento axial. Esto en contraste con el
comportamiento de deformacion mas intuitivo de los materiales con coeficiente de Poisson
positivo, que se contraen lateralmente mientras el material se estira como se observa en la
Figura 1.611.
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Figura 1.6: Comportamiento al aplicar una carga de tension y compresion en: (a) material no auxético (b)
material auxético[5]F.

El coeficiente de Poisson, denotado v y nombrado por Simedn Denis Poisson, corresponde a
la propiedad de un material de expandirse (0 contraerse) en direccion perpendicular a la
direccion de compresion (tension), y es empleado para caracterizar un material. Se define
como menos el coeficiente entre la contraccion lateral (deformacién transversal: ;) y el
estiramiento axial (deformacién longitudinal: &) en la direccion de carga elastica, como
muestra la ecuacion (1.1) Bl Termodindmicamente puede probarse que el coeficiente de
Poisson para los materiales elasticos isotropicos esta delimitado entre -1 y +0,5°1, Mientras
que el coeficiente de Poisson para los materiales elasticos anisotropicos puede no tener
limites[?®],

vV =—-

. (1.1)



De acuerdo con Greaves (2011), “El coeficiente de Poisson describe la resistencia de un
material de distorsionarse bajo carga mecanica, en lugar de alterar su volumen”®. Un
material auxético exhibe inusualmente grandes transformaciones volumétricas, conservando
la forma de su microestructural™.

Las primeras muestras de un material con coeficiente de Poisson negativo o NPR (Negative
Poisson Ratio) datan de 1870, pero el primer material disefiado intencionalmente fue en 1987
por Lakes, quien reportd una estructura de espuma reentrante que exhibe NPRI,

En 1991, los materiales con coeficiente de Poisson negativo fueron acufiados como
“auxéticos” o “materiales auxéticos” por Evans, para simplificar la descripcion de un material
con NPRE!. El término “auxéticos” se deriva de la palabra “auxetikos” y se refiere a “lo que
tiende a aumentar” (6],

El comportamiento auxético es provisto por el arreglo particular de la microestructura
geométrica y por la especifica deformacion mecanica ocurriendo en los elementos que
componen la microestructura del material. La microestructura geométrica mas simple en los
materiales auxéticos es la celda de panal hexagonal reentrante, también conocida como
mariposa o corbatin. Otras microestructuras geométricas en materiales auxéticos son aquellas
hechas de nodos y ligamentos rotatorios (exhibiendo lo que se conoce como simetria quiral),
rectangulos y tridngulos rotatorios (estructuras rigidas rotatorias) o unidades interconectadas
con transmision cinética provista por fuerzas de corte[7]11.

La mayoria de las investigaciones se han realizado en estructuras reentrantes, especialmente
el panal hexagonal reentrantelBIBITISINAT A pesar de que las estructuras quirales y rigidas-
rotatorias han sido extensamente modeladas, datos experimentales ain no han sido
extensamente reportados. La mayoria de los reportes se basa en estudios paramétricos hechos
usando derivaciones analiticas 0 modelamiento de elementos finitos (FEM: Finite Element
Modeling) [5][6][7][15][16]_

1.2. Motivacion

Los andamios auxéticos tienen diversas aplicaciones en medicina, entre las que destacan
parches cardiacos, stents y vendajes inteligentestoIlto12LI221231241 * Estydios recientes han
logrado demostrar que los andamios auxéticos son capaces de mantener el crecimiento
celular y preservar la capacidad de expansion de espacios entre las interfaces de capa, por lo
que son potencialmente aceptables para la formacion de tejido. También sugieren que los
andamios auxéticos con coeficiente de Poisson, médulo elastico y microestructura ajustables

podrian modular el microambiente biofisico 3D e influir en la diferenciacion de las células
mad re[4] [14][15][16] .

Por esta razdn, la motivacion de este trabajo es la creacion de una estructura auxética
fabricada en resina mediante impresion 3D SLA, para la realizacién de pruebas celulares que
muestren si seria posible utilizarlas en el &ambito de la medicina.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general:

e Fabricar andamios auxéticos mediante impresion 3D, y estudiar el efecto de su
coeficiente de Poisson sobre el crecimiento de células madre mesenquimales en su
superficie.

2.2. Objetivos especificos:

e Estudiar scaffolds auxéticos poliméricos para fabricacion mediante impresion 3D,
seleccionar las tres estructuras con el mejor desempefio e imprimirlas en distintas
resinas y con diferentes pardmetros de impresion, con el fin de optimizar los
resultados.

e Cuantificar el valor del coeficiente de Poisson de las estructuras auxeticas impresas.

o Estudiar el efecto del disefio del andamio sobre la proliferacion de las células madre
mesenquimales cultivadas en su superficie.

3. Alcances

Se espera poder observar la respuesta de las células utilizando como su soporte scaffolds
auxéticos del mismo material, pero diferentes estructuras y, por ende, distinto coeficiente de
Poisson. Los scaffolds seran impresos en resina mediante impresion 3D y se intentara reducir
cada vez mas su tamafio para posteriores estudios de proliferacion celular. Se estudiaran tres
estructuras auxeéticas reportadas, ademas de una estructura no auxética para comparacion.

El cultivo seré realizado en colaboracién por especialistas para comprobar la viabilidad de
los scaffolds y, finalmente, analizar el efecto de la estructura sobre la proliferacion celular en
cada uno de ellos. No se realizaran ensayos sometiendo las estructuras a estimulos mecanicos
externos, se espera que las células sean capaces de reaccionar a las propiedades mecanicas
de la estructura del material.

4. Antecedentes especificos

4.1. Estereolitografia

La impresion 3D de estereolitografia (SLA) utiliza un laser para curar resina de fotopolimero
liquido en partes solidas. En la Figura 4.1 se puede ver un esquema de una impresora SLA.

Con el proceso comun, SLA invertido, una plataforma de construccién se baja en un tanque
de resina, dejando solo una capa delgada de liquido entre la plataforma y el fondo del tanque.
Los galvandmetros dirigen el laser a través de una ventana transparente en el fondo del tanque
de resina, dibujando una seccidn transversal del modelo 3D y endureciendo selectivamente
el material. La impresion esta construida en capas consecutivas, cada una de menos de cien
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micras de espesor. Las estructuras de soporte mantienen los voladizos anclados a la
plataforma cuando es necesario. Cuando se completa una capa, la plataforma se eleva
alejandose levemente del fondo del tanque, dejando que la resina fresca fluya debajo, y la
plataforma se baja una vez méas. Este proceso se repite hasta que se completa la impresion.
La estereolitografia es ideal para la creacion rapida de prototipos funcionales, modelado de
conceptos, produccion a corto plazo, aplicaciones dentales, creacion de prototipos de joyas y
fundicion?,

Estereolitografia invertida (SLA)

Impresion

\*]

Resina

Plataforma de impresion

/ Tanque de resina
Laser UV

Galvanometros

S~ W

Espejo escaneador X-Y

(@ ol BN © N &)

Rayo del laser

Figura 4.1: Esquema impresora SLA,

4.2. Metamateriales auxéticos

El término “metamateriales” fue inicialmente usado dentro del contexto de Optica y
electromagnetismo. Recientemente, el concepto ha sido extendido a una clase de materiales
cuyas propiedades efectivas son generadas, no solo por el comportamiento a granel de los
materiales que lo componen, sino también por su estructura internal®. Las propiedades a
escala macro de los metamateriales se originan de su topologia a escala pequefia (es decir,
nano/micro arquitectura), por lo tanto, esta topologia puede ser disefiada para obtener
propiedades mecénicas o fisicas especificas®l. Esto genera que posean propiedades
superiores o inusuales en aspectos como el mddulo elastico, densidad, absorcion de energia
y acustica, rendimiento fonico, rendimiento de transporte de calor, materiales inteligentes y
coeficiente de Poisson negativo (NPR). En particular las ventajas de los metamateriales
auxeéticos los convierten en potenciales candidatos para aplicaciones que incluyen, pero no
se limitan a protesis, textiles auxéticos, sensores inteligentes, resistencia a la indentacion y
fatiga, filtros inteligentes, sistemas magnéticos auxéticos, tamiz molecular, cojines de
asiento, amortiguadores de vibraciones superiores y aislantes actsticos!®.

La existencia de materiales auxéticos naturales se mantiene controversial desde la perspectiva
de la mecanica tradicional, pero algunos investigadores han reportado comportamiento
auxético en huesos esponjosos, piel de vaca, tendones, ciertos minerales y algunas zeolitast®!.
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Los recientes avances en manufactura aditiva (AM: Additive Manufacturing) han habilitado
la fabricacion de estructuras con complejas nano/micro arquitecturas. La habilidad de disefiar
un material con una estructura que exhiba un deseado set de propiedades mecanicas,
incluyendo un coeficiente de Poisson negativo, han llevado al desarrollo de metamateriales
mecanicos auxéticos!®l.

Estos materiales pueden ser clasificados por su geometria 0 mecanismo de deformacion. Tres
bien establecidas estructuras basicas pueden ser identificadas, lo que ayuda en la explicacion
de estos mecanismos: estructuras reentrantes, estructuras quirales y estructuras rigidas
rotatorias(®!.

4.2.1. Estructuras reentrantes:

Reentrante se refiere a algo “dirigido hacia el interior” o que tiene un angulo negativo. Una
tipica estructura reentrante es conocida como panal hexagonal reentrante (Figura 4.2) y fue
propuesta por primera vez en 1982 por Gibson.

'y
v

&
v

\

Figura 4.2: llustracion del comportamiento auxético en una estructura de panal reentrante. Donde 0 es el
angulo reentrante, h/l es el coeficiente de largo de la costilla y w es el espesor de las costillasll.

Un panal usualmente se refiere al arreglo regular de celdas hexagonales prismaticas de la
abeja. Sin embargo, un panal auxeético se refiere a cualquier conjunto de celdas reentrantes
idénticas que anidan juntas para llenar un plano o espacio 3D y exhiben un coeficiente de
Poisson negativo. Las celdas hexagonales regulares tienen isotropia en el plano, pero las
celdas hexagonales reentrantes son altamente anisotropicas.

La deformacidn de estructuras reentrantes es dominada por el realineamiento de las costillas
de la celda (bisagras), aunque la deflexién y deformacion axial (estiramiento) de las costillas
de la celda también estan dentro de los mecanismos responsables de su comportamiento
auxético.
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En 2003, Yang encontro que el grado de auxeticidad es dependiente del angulo reentrante y
del coeficiente de largo de la costilla de la celda (h/1). Un minimo relativo de -0,99382 fue
alcanzado con el angulo de 14,47° y coeficiente de 0,5. Se mostré que la auxeticidad de esta
estructura aumenta con el aumento del coeficiente de largo o de costilla, hasta que comienza
a disminuir pasado el valor 6ptimo de 0,5. Al igual que ocurre con el aumento del angulo
reentrantel®,

Liy colaboradores usan dos estructuras auxéticas clasicas, y proponen dos nuevas estructuras
para combinar el comportamiento auxético y el alto rendimiento mecanico. En particular
buscan obtener un modulo de Young y limite elastico significativamente mejorados, sin
sacrificar su coeficiente de Poisson negativo en la direccion perpendicular correspondiente.
Las estructuras analizadas corresponden al clasico panal reentrante (RH: Re-entrant
Honeycomb) y panal de doble flecha (DAH: Double Arrowed Honeycomb), las nuevas
estructuras se denominan panal reentrante aumentado (ARH: Augmented Re-entrant
Honeycomb) y panal de doble flecha aumentado (ADAH: Augmented Double Arrowed
Honeycomb). Estas cuatro estructuras se pueden observar en la Figura 4.32%1,

DD DAH /\/\/\/\
RN AN NN
TAVAN (7NN
) | TAVAN (7N
M) o v YAVAN|UNIN
G onnl = PAWAN (VAN
)|
]\ AVAY TV

(/1\]
(b) () (d) ()
Figura 4.3: (a) Celda unitaria de RH donde, h y [ son los largos de las paredes horizontales e inclinadas, 0 es
el &ngulo entre la pared horizontal y la inclinada, y t es el grosor de la pared de la celda; (b) Celda unitaria
de ARH donde t" es el grosor de la pared de la celda aumentada; (e) Celda unitaria de DAH donde I; y I> son
los largos de las dos paredes inclinadas, ¢1 y ¢, son los angulos entre las dos paredes inclinadas y t es el
grosor de las paredes inclinadas; (f) Celda unitaria de ADAH donde t* es el grosor de la pared de la celda
aumentadal*?l,

Obtienen que las nuevas estructuras auxeticas poseen un coeficiente de Poisson mas pequefio
que las originales. El Poisson experimental de la estructura ARH con h = 11[mm],l =
8[mm],t = 1,5[mm] y 6 = 60° es aproximadamente —1,6, mientras que el de RH es —1,4.
En el caso de la estructura ADAH su coeficiente de Poisson es aproximadamente —1,
mientras que el de DAH es —0,9. EI modulo de Young y la resistencia de los ARHs y ADAHS
son destacablemente aumentados, comparados con RHs y DAHSs(l,
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4.2.2. Estructuras Quirales:

Unatipica unidad quiral, como la de la Figura 4.4, comprende un cilindro central encapsulado
en ligamentos unidos tangencialmente, y no es superponible en su imagen especular. La
unidad bésica descrita puede ser construida de forma quiral o anti-quiral.

’ *

Figura 4.4: llustracion del comportamiento auxético en una unidad hexaquiral®l,

Los cilindros rotan bajo carga mecanica, causando que los ligamentos se flexionen. Esto
resulta en el plegado y desplegado de los ligamentos bajo las cargas de tensién o compresion,
respectivamente.

A diferencia de las celdas reentrantes, el coeficiente de Poisson de las celdas quirales no
depende de ningln éangulo estructural. Su habilidad de “enrollarse” en si mismos bajo
compresion, les permite mantener su coeficiente de Poisson sobre un rango significativo de
deformacion (25%). Estas celdas han demostrado isotropia mecanica en el plano, con
coeficientes de Poisson cercanos a -1F!.

4.2.3. Estructuras semi-rigidas rotatorias:

Una estructura rotatoria ideal contiene cuadrados rigidos conectados por simples bisagras,
como se observa en la Figura 4.5. Cuando se carga, los cuadrados rotaran en los vértices, ya
sea expandiéndose o contrayéndose, dependiendo del tipo de carga. El concepto ha sido
ampliamente implementado usando cuadrados, rectangulos, triangulos, rombos vy
paralel6gramos.

Figura 4.5: Celda unitaria del modelo de cuadrados rotatorios®!,
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A pesar de haber sido observados en materiales cristalinos inorganicos, en el afio 2000, Grima
fue el primero en explorar el potencial auxético de los cuadrados rigidos rotatorios. Usando
el principio de conservacion de la energia para modelar este comportamiento, mostrando que
este sistema idealizado siempre mantendra su coeficiente de aspecto y por lo tanto exhibe un
coeficiente de Poisson constante de -1.

El efecto auxético es usualmente sobreestimado, ya que la mayoria de los modelos tiende a
idealizar la situacion y asumir que los cuadrados no se deforman. Por tanto, fallan al predecir
la dependencia del coeficiente de Poisson de la direccion de carga. En 2007, Grima simuld
el comportamiento de cristales de zeolita bajo carga axial y de corte, y propuso un nuevo
modelo de cuadrado semi-rigido, lo que permite a los cuadrados deformarse y convertirse en
rectangulos. La introduccion de un grado extra de libertad provee una mejor representacion
del coeficiente de Poisson de las estructuras de cuadrados rotatorios, pero se necesitan nuevas
mejoras pues la auxeticidad sigue siendo sobreestimadal®.

4.3. Estimulacion mecanica de células

Las células responden a estimulos mecanicos mediante un proceso denominado
mecanotransduccion. Estos estimulos son percibidos a través de diversas moléculas
mecanosensibles, y son convertidos en sefiales quimicas dentro de la célula.

Las moléculas mecanosensibles son principalmente proteinas que muestran un cambio de
estado en respuesta a la estimulacion mecénica. Estas incluyen integrinas, canales i6nicos
activados por estiramiento, receptores acoplados a proteinas G y receptores de factor de
crecimiento, que activan diferentes vias de mecanotransducciont*™,

Un esquema de este proceso se puede observar en la Figura 4.6, donde las fuerzas mecanicas
(MF: Mechanical Forces) pueden inducir la mecanotransduccion alterando directamente la
conformacién de una configuracién proteina-integrina de la matriz extracelular y
transmitiendo las fuerzas al citoesqueleto y nucleo, esto eventualmente afectando la
transcripcion y traduccién. También las fuerzas mecanicas pueden desenrollar el dominio de
una proteina extracelular (M) y exponer un sitio criptico que puede servir como ligando
activador para un receptor de superficie celular, resultando en una serie de eventos de
sefializacion. Ademas, cuando fuerzas mecanicas son aplicadas a Receptores de Fuerza (FR:
Force Receptors), como las integrinas y proteinas G, estas inician la transduccién de sefales,
resultando en transcripcion, seguida de traduccion. Como resultado, factores solubles son
secretados en la ECM, los cuales actuan en el receptor (R) y luego inician una cascada de
eventos de sefalizacion(*?,
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Figura 4.6: lustracion esquematica de la "naturaleza mecéanica" de los mecanismos de mecanotransduccion
celular. Notar que las flechas dobles indican tensiones intracelulares sobre el citoesqueleto. En la imagen
MF: Fuerzas mecanicas; FR: Receptores de fuerza como integrinas y proteinas G; M: Proteina extracelular;
R: Receptor de factores solublesi?,

La respuesta mecanica celular a través del eje ECM-integrina-citoesqueleto-nicleo comienza
con las adhesiones focales (FA: Focal Adhesions), donde se concentra principalmente la
interaccion celda-matriz. Las FA son complejos discretos de multiproteinas debajo de la
membrana, que desarrollan tipicamente las células en contacto con una superficie rigida. Las
FA perciben y transfieren las sefiales mecénicas que surgen del medio extracelular al
citoesqueleto celular. Para ello se construyen como estructuras complejas, como se observa
en la Figura 4.7, que se pueden dividir en una capa transmembranay en una capa intracelular.
La capa intracelular de FA estd compuesta por proteinas de andamiaje, acoplamiento y
sefializacion, que colectivamente sirven como interfaz entre los componentes transmembrana
que contactan directamente la matriz extracelular y el citoesqueleto de actina. Estas proteinas
son:

e Quinasa de adhesion focal (FAK: Focal Adhesion Kinase): Es una de las primeras
moléculas reclutadas para desarrollar adherencias focales en respuesta a estimulos
mecéanicos externos. Su activacion por autofosforilacion se considera el
desencadenante de la mecanotransduccion intracelular.

e Talina: Proteina que se comporta como amortiguador de fuerza mediante rondas
estocasticas de despliegue/replegamiento. El efecto mas reconocido de la fuerza de
carga en la talina consiste en su despliegue para exponer sitios de union hidréfobos
cripticos para hospedar la cabeza de la vinculina. Este proceso se llama
mecanosensibilidad talina-vinculina.

¢ Vinculina: Uno de los componentes principales de las FA, su reclutamiento en el sitio
requiere la activacion de talina por fuerzas mecanicas. La presencia de vinculina en
los FA se correlaciona directamente con la fuerza aplicada en el mismo.

e Paxilina: Principalmente localizada en la capa intracelular de las FA. Estabiliza la
interaccidon FA-citoesqueleto.
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e Zyxina y p130%®: La zyxina se libera de las FA cuando las células crecen en un
sustrato blando o cuando la carga mecanica se reduce. Un interactor directo de la
zyxina es la proteina adaptadora p130%%, recientemente propuesta como un nuevo
mecanosensor. Esta proteina interactda con la vinculinay FAK en el sitio FA. Se ha
propuesto que la interaccion p130*-vinculina congela la vinculina en la
conformacién abierta, promoviendo asi la unién con la talina y la estabilidad de FA.

Ademaés de responder a los cambios en la composicion bioquimica y mecénica de la ECM,
las células también ajustan su propio estado mecénico al alterar la arquitectura del
citoesqueleto, modular la elasticidad celular o generar una respuesta contractil asociada a las
fuerzas aplicadas. La interaccion entre el estado mecéanico externo o interno de las células se
define por la homeostasis tensional, un estado de estrés de equilibrio basal en el que las
celulas mantienen niveles definidos de tension con su entorno, a pesar de las perturbaciones
mecénicas.

Citoplasma

Figura 4.7: Representacion esquematica de los actores clave de la mecanosensibilidad que participan en la
interaccion célula-MEC en el sitio de adhesion focal (FA), donde ACTN: actinina; FAK: quinasa de adhesion
focal; IT: integrinas; PAX: paxilina; TLN: talina; VASP: fosfoproteina estimulada por vasodilatadores; VCL:

vinculina; ZYX: zyxina. Los cambios extracelulares en rigidez, tension u otros estimulos mecéanicos son
percibidos por grupos de integrinas cuyos cambios morfolégicos o de distribucion reclutan FAK. La barra de
talina, la vinculina, la paxilina y la proteina adaptadora p130°® se acoplan entre si y transfieren las sefiales
mecénicas de las integrinas al componente actina del citoesqueleto. Cerca del centro de la adhesion focal, el

complejo VASP, la zyxina y actininas regulan directamente el ensamblaje y la dinamica de la actinal**l,
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La informacion mecéanica que surge de las modificaciones de la ECM, percibida por las AF
y propagada a nivel del citoesqueleto, impacta en las proteinas que residen en la membrana
o en el citoplasma e induce su modificacién estructural y su posterior traslado al nucleo
celular™,

La interpretacion de las sefiales mecénicas por parte de la célula se completa mediante la
activacion de un programa genético dado, que induce a la célula a adaptarse a las nuevas
condiciones. Dependiendo del tipo de célula y las condiciones de carga, la aplicacion de
fuerzas mecanicas a las células afecta un espectro de funciones celulares, incluida la
proliferacion celular, diferenciacion, expresion génicay sintesis de proteinas de componentes
de la ECM, y produccién de citocinas y factores de crecimiento. Las fuerzas de traccion y
compresion con la misma magnitud inducen respuestas mecanobioldgicas celulares
diferentest!],

En los organismos vivos, las células residen en nucleos fisicamente confinados donde las
celulas circundantes y la ECM presentan sefiales mecanicas dindmicas y heterogéneas. La
topografia es percibida por las células como una caracteristica especifica del tejido, por lo
tanto, los materiales de ingenieria capaces de imitar el entorno fisiologico se consideran una
herramienta poderosa para controlar el comportamiento celular. Las células también pueden
distinguir entre las caracteristicas de micro y nano escalal*!l,

4.4. Aplicaciones en medicina de los materiales auxéticos
4.4.1. Biomateriales auxéticos

La relevancia de los materiales auxéticos en medicina se basa en que algunos tejidos o
biopolimeros naturales podrian mostrar NPR bajo ciertas condiciones de carga. A pesar de
que es muy dificil obtener propiedades elasticas precisas de biomateriales auxéticos que
ocurren naturalmente, algunos ejemplos han sido reportados.

Los tendones, banda de tejido conectivo fibroso que conecta el masculo con el hueso, son
capaces de soportar grandes cargas de traccion, una caracteristica atribuida a sus
subestructuras helicoidales poliméricas. Estas funcionan de manera similar a los resortes en
espiral, y se cree que las interacciones acopladas entre ellos son responsables de su efecto
auxeético. Una estructura de tenddn artificial podria enfatizar un disefio auxético "reentrante™
que imita las subestructuras helicoidales alineadas del tendon natural(*],

Williams observé que huesos esponjosos de la epifisis tibial proximal exhibe NPRI,
Veronda examino la caracterizacion mecanica de la piel de gato y encontrd que es auxética
bajo deformacion finital®®. Lees conduce experimentos en piel de ubre de vaca en
deformacion uniaxial y biaxial y encontré que puede presentar NPR a bajos esfuerzos(l.
Todos los efectos auxéticos mencionados, se cree resultan de estructuras fibrilares a nivel
microestructural.
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Aparte del comportamiento auxético encontrado en los biomateriales macroscopicos
naturales mencionados anteriormente, el comportamiento auxético también es encontr6 en la
escala microscépica de las células.

Baughman reporté que las membranas encontradas en el citoesqueleto de células rojas
demuestran NPRI*®1, Wang reporto que el nicleo de células madre embrionarias extraidas de
raton fueron encontradas auxéticas durante el transicionamiento hacia la deformacion, como
se ve en la Figura 4.8.

T-ESC sin carga T-ESC en un microcanal

Figura 4.8: El ndcleo de una célula madre embrionaria en el estado de transicion (T-ESC) se expande
cuando se traccional®®l,

La auxeticidad puede ser un elemento significante en la mecanotransduccion, a través de la
regulacién de la transformacion molecular en la diferenciacion de ndcleos por fuerzas
externasi*®l,

4.4.2. Parche cardiaco:

Las enfermedades cardiovasculares (cardiovascular diseases: CVDs) son la causa lider de
muerte y discapacidad en el mundo. Los biomateriales y terapias regenerativas representan
interesantes posibles soluciones. El infarto al miocardio (Myocardial Infarct: MI) es uno de
los mayores contribuidores a las CVDs. Este es causado por la oclusion de una o mas arterias
coronarias, resultando en que el tejido del miocardio se vuelva isquémico y reduciendo la
habilidad del corazén de bombear sangre alrededor del cuerpo. Una solucién para regenerar
el tejido infartado son los parches cardiacos, que buscan fortalecer el tejido, suplementar
células o factores de crecimiento para vitalizar el tejido y hacer de puente para la estimulacién
mecanica y/o eléctrica con el fin de mantener y mejorar la funcion cardiaca.

Es ampliamente aceptado que las propiedades mecanicas de los biomateriales usados para
tratar MI son extremadamente importantes. Tipicamente, se cree que las propiedades
mecanicas de un parche cardiaco deben coincidir con las del tejido del corazon nativo. Sin
embargo, el médulo de Young del corazén humano varia entre 0,02 a 0,5 [MPa] dependiendo
si el corazon esta en sistole o diastole, con el tejido infartado siendo aln mas rigido.

Otra importante propiedad mecanica que usualmente no se toma en cuenta es el coeficiente
de Poisson. Los materiales auxéticos poseen mejores propiedades Unicas como resistencia al
corte, resistencia a la indentacion y curvatura sinclastica, todas las cuales son propiedades
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interesantes en un parche cardiaco. Una forma de incorporar estas propiedades en parches
cardiacos es mediante micro patronaje auxético.

B) Elong

\j’l’a ns

> o
1

Figura 4.9: A)Esquema de las dimensiones de un corbatin; B) Ilustracion esquematica del alineamiento de un
parche cardiaco auxético (Auxetic Cardiac Patch: AuxCP) en el corazénf?,

El disefio usado aqui es conocido como mecanismo de deformacion de panal reentrante o
“corbata”, como se observa en la Figura 4.9. Una caracteristica particularmente interesante
de esta geometria es que es anisotrdpica, es decir, es mas rigida en una direccion que en la
otra, lo que es similar al tejido nativo del corazon. Se ha reportado que el corazon es mas
rigido en direccion circunferencial (transversa) que en la longitudinal.

Se disefio un parche cardiaco auxético (Auxetic Cardiac Patch: AuxCP) tal que la direccion
mas rigida estuviese alineada con la direccién mas rigida circunferencial (transverso) del
corazon; mientras la menos rigida direccion longitudinal del corazon. Cuando este patron de
corbata es estirado en una direccion, las costillas diagonales se flexionan y abren causando
expansion en la otra direccion, resultando en un coeficiente de Poisson negativo. Este
coeficiente de Poisson es negativo entre 5%-15% de tension (segun las dimensiones
originales de las corbatas). La fabricacion de la geometria de corbata fue lograda a través de
microabrasion con laser UV[2Y,

Los parches fueron adjuntados al tejido con una técnica de fotoadhesion. Las deformaciones
longitudinales, las deformaciones transversales y el coeficiente de las dos deformaciones se
midieron a partir de videos del microscopio digital del tejido mientras era elongado con un
parche auxético o sin patron, y se normaliz6 al tejido antes de colocar el parche. Al analizar
tensiones a través de todo el tejido no hubo diferencias significativas entre las tensiones
transversales y longitudinales para el parche cardiaco auxético y sin patron, comparado al
tejido sin parche, sugiriendo que los parches no interfieren con la mecanica global del tejido.

Sin embargo, mediciones de tension a través del area del parche demostraron significativas
disminuciones en ambas tensiones longitudinal y transversal para el sin patron comparado
con ambas el tejido sin parche y con parche auxético. Mas aun, los parches sin patrén tienen
un coeficiente normalizado de tensién de —0,7 + 0,6 (transversal/longitudinal), demostrando
una dramatica disminucion de sus propiedades mecanicas.
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Se observo una mayor adaptabilidad de los parches auxéticos al movimiento del tejido nativo
en comparacion con los parches sin patron. Los parches auxéticos disminuyeron
significativamente las tensiones en el &rea del parche en comparacion con el tejido sin parche.
Sin embargo, aunque las tensiones se redujeron con los parches auxéticos, mantuvieron una
proporcién normalizada similar de tensiones con el tejido sin parche, lo que sugiere que los
parches auxéticos se estiran y se ajustan a los movimientos del tejido nativo al tiempo que
proporcionan soporte mecanicol?,

Esto demuestra que un parche cardiaco conductor mejorado mediante el uso de un disefio
auxetico, que puede ajustarse para adaptarse a las demandas mecanicas del corazén, es un
parche cardiaco prometedorf?4,

4.4.3. Stent arterial o para vasos sanguineos:

Se ha descrito un stent, malla extensible que se utiliza para abrir arteria, venas u otros
conductos del cuerpo que han sido previamente tapadas u obstruidas, para abrir la cavidad de
una arteria 0 un vaso similar para su uso en angioplastia coronaria y procedimientos
relacionados. La arteria se abre mediante la expansién lateral de una vaina o varilla hueca de
politetrafluoroetileno auxiliar flexible (PTFE) bajo tension, como se observa en la Figura
4,102,

Artery

Auxetic PTFE
flexible sheath

Figura 4.10: Dilatador que emplea una vaina terminal auxétical®.

El desarrollo de implantes biomeédicos con geometria auxética no solo mejora las propiedades
fisicas y mecanicas del dispositivo, sino que también minimiza el dafio de la adhesion tisular
cuando se despliega en el sitio del tejido lesionado. En los modelos basados en geometria, el
comportamiento auxético es independiente de la escala al igual que en los materiales
auxeéticos, por lo que, con los mecanismos de deformacion, las caracteristicas auxéticas se
pueden maniobrar junto con la misma combinacion geométrica en cualquier etapa. De
manera similar, la deformacion en las caracteristicas geométricas del dispositivo se debe al
efecto de la NPR cuando se somete a cargas uniaxiales. La geometria del material que
muestra un comportamiento auxético se puede lograr en niveles macro, micro y nano escala.
Se ha presentado la fabricacion de un nuevo stent coronario basado en una nueva geometria
auxetica que evita la constriccion localizada del flujo sanguineo en la arteria coronaria del
corazon. El nuevo disefio de stent coronario complementa las propiedades anisotrdpicas del
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sistema vascular del cuerpo. Esta es una caracteristica estructural novedosa que faltaba en los
stents coronarios comercializados anteriormente. El stent fabricado puede observarse en la
Figura 4.11.

Figura 4.11: lzquierda: Fotografia que muestra una muestra completa del Stent coronario auxético;
Derecha: vista en primer plano de una celda unitaria del Stent[?3],

Se propone que el nuevo stent auxético expansible con baldn tendra una buena adherencia o
anclaje mecénico en la pared arterial en virtud de que tiene propiedades mecanicas
adecuadas. Las propiedades anisotropicas del stent se basan en su disefio auxético, que lo
convierte en un complemento perfecto para las propiedades estructurales anisotrépicas de los
vasos coronarios. El tamafio del stent auxético aumenta tanto en direccion radial como
longitudinal cuando se expande radialmente a través del catéter de globo, y el stent no
presenta acortamiento. Se cree que la propiedad auxética del disefio del stent mantendré
efectivamente la permeabilidad luminal de la arteria coronaria y evitard cualquier problema
de migracion del stent. La expansion del stent coronario auxético en ambas direcciones
mejorara el anclaje mecanico con las paredes de las arterias. Los stents actualmente
disponibles en el mercado tienen un desajuste entre la estructura del stent y la pared arterial
debido a sus propiedades isotropicas, razén por la cual estos stents no ofrecen un anclaje
favorable con las paredes arteriales?®l.

4.4.4. Vendaje inteligente

Las telas auxéticas también se pueden usar para vendajes médicos inteligentes para mantener
el medicamento curativo en contacto. Como se muestra en la Figura 4.12, cuando el material
auxético se usa para vendar una herida inflamada, se expande bajo tensién para liberar el
medicamento y, una vez que la herida ha cicatrizado y la hinchazon se aclara, el vendaje se
encoge deteniendo la liberacion del medicamentol?41,
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Figura 4.12: Principio de funcionamiento de un vendaje inteligentel?4,
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4.4.5. Scaffolds auxéticos y estudios de proliferacion y diferenciacion celular

En los dltimos afios han aparecido una serie de trabajos mostrando el uso de estructuras
auxeéticas para el cultivo celular. Yan, a través de la fabricacion de scaffolds auxéticos de
poliuretano con varios modulos elasticos, coeficiente de Poisson y microestructuras, estimé
la diferenciacion neural de células madre pluripotentes. Concluyendo que la microestructura
y el coeficiente de Poisson de scaffolds auxéticos puede potenciar la diferenciacion neural ™4,

Yan y colaboradores fabrican scaffolds auxéticos de poliuretano con diferentes coeficientes
de Poisson, entre 0 y —0,45, diferentes mddulos de Young, entre 10y 100 [kPa]y diferentes
microestructuras. Evallan sus efectos en la diferenciacion neural de células madre
embrionarias de raton (ESC) y células madre pluripotentes inducidas de humano (hiPSC).
Comparan con scaffolds no auxéticos con un coeficiente de Poisson de v = 0,324,

Los scaffolds son fabricados por conversion auxética de espumas de poliuretano como se
observa en la Figura 4.13, mediante compresion triaxial a temperatura superior que la
caracteristica de transicion del sistemal*l,

Compresién
Tri-axial
_>
Calentamiento
v Enfriamiento

Regular (R) Auxético (Au)

Figura 4.13: Fabricacidn y caracterizacion de andamios de poliuretano auxético. Arriba: esquemas del
proceso de conversion auxética por pandeo parcial de las costillas de la celda usando compresion isotropica
(triaxial); Abajo: Micrografias de microscopia electrénica de barrido (SEM) del andamio regular (izquierda)

y el andamio auxético (derecha). Barra de escala:500[um] 241,
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Evaluaron los andamios auxéticos para la expansion y diferenciacion neuronal de las ESC de
raton y las hiPSC. Se observd una distribucion de tamafio agregado diferente entre los
andamios regular y auxético, lo que puede contribuir a diferentes comportamientos celulares.
Cuando se indujo la diferenciacion neural, las células en los andamios auxéticos exhibieron
una mayor expresion de marcadores neuronales en comparacion con los andamios antes de
la conversién auxética. La microestructuray la proporcion de Poisson de andamios auxéticos
probablemente contribuyan a la diferenciacion neuronal mejoradal'4l,

Por otro parte, Bhullara y colaboradores informan de la preparacion y caracterizacion de
membranas de nanofibras auxéticas de PCL (Policaprolactona) adecuadas para diversas
aplicaciones biomédicas, en particular, ingenieria de tejidos. Fabrican cuatro muestras que se
pueden observar en la Figura 4.14151,

PCL PCLT

Figura 4.14: Imagenes fotograficas de las muestras auxéticas y sus controles, donde PCL: Muestra de
nanofibra fina electrohilada de Policaprolactona con espesor 40 [um]; PCLA: Muestra auxética de
nanofibra fina electrohilada de Policaprolactona con espesor 40 [um]; PCLT: Muestra de nanofibra gruesa
electrohilada de Policaprolactona con espesor 180 [um] y PCLTA: Muestra auxética de nanofibra gruesa
electrohilada de Policaprolactona con espesor 180 [pm]™l,

Este estudio demostrd que las membranas de nanofibras de PCL auxéticas con diferentes
espesores se pueden fabricar mediante electrohilado y micromaquinado laser. Las muestras
utilizadas corresponden a PCL (Muestra de nanofibra fina electrohilada de Policaprolactona),
PCLA (Muestra auxética de nanofibra fina electrohilada de Policaprolactona), PCLT
(Muestra de nanofibra gruesa electrohilada de Policaprolactona) y PCLTA (Muestra auxética
de nanofibra gruesa electrohilada de Policaprolactona).La muestra de PCLA mostré un
aumento de casi diez veces en su capacidad de alargamiento en comparacion con la muestra
de control, lo que confirma la naturaleza mas flexible de la nanofibra auxética sobre
nanofibras no auxéticas. Se encontrd que la capacidad de elongacion total de la muestra de
PCLA era mejor que la muestra de PCLTA. Sin embargo, la capacidad de alargamiento total
para la muestra de PCLTA se redujo significativamente (casi seis veces) en comparacion con
las muestras de PCLT, lo que destaca que la auxeticidad redujo la capacidad de deformacion
de las muestras de PCLTA debido a su mayor espesor de membranalt®],

Warner y colaboradores, desarrollan un andamio impreso en 3D con coeficiente de Poisson
negativo, destinado a usos futuros en aplicaciones de diferenciacion celular mediada por
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estiramiento como la regeneracién de musculo y tendon. Un esquema de este andamio se
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Figura 4.15: Esquema del andamio 3D,

Los resultados del cultivo celular indican que los scaffolds auxéticos de PAUA/IBOA
(poliuretano fotopolimerizable) recubiertos con fibronectina y polimerizados son capaces de
soportar el crecimiento celular agregado. Ensayos de evaluacion de la viabilidad celular
demuestran la capacidad de adhesion celular, los mioblastos murinos son incluso capaces de
abarcar espacios vacios en una malla de una sola capa de hasta 250 um en 3 semanas!l.

Las iméagenes de superficie de una malla multicapa sembrada con mioblastos y tefiida para
F-actina y ndcleos, muestran que las células parecen envolverse transversalmente a la
direccién axial a lo largo de puntales individuales, formando una alfombra superficial de
células. Este comportamiento se ha observado previamente con células sometidas a
estiramiento, sin embargo, una imagen mas profunda del andamio multicapa muestra que las
células con tincion de nucleo parecen extenderse a lo largo de las paredes internas de las
células unitarias y son normales a la superficie plana. Por lo tanto, logran demostrar que los
andamios auxéticos son capaces de mantener el crecimiento celular y preservar la capacidad
de expansion de espacios entre las interfaces de capa, por lo que son potencialmente
aceptables para la formacion de tejido!l.

Soman y colaboradores disefian y fabrican un andamio con coeficiente de Poisson positivo y
negativo simultaneamente, el cual se puede observar en la Figura 4.16161,

Figura 4.16: Imagen SEM de éndamios hibridos de una sola capa. En el lado izquierdo zona NPR y en el
lado derecho zona PPRI],
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Los datos de coeficiente de Poisson en funcion de la deformacion para los andamios hibrido
se pueden observar en la Figura 4.17, coinciden bien con los modelos analiticos informados
en la literatura. Los datos experimentales para un scaffold hibrido de una capa entregan para
el area PPR un coeficiente de Poisson entre 0,7 y 1,2, mientras que para el area NPR entregan
valores entre —1,1y — 0,5.
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Figura 4.17: Gréfico del coeficiente de Poisson de las regiones PPR y NPR en un scaffold de una sola capa
en funcion del desplazamientol®],

Se encontro que las células madre mesenquimales humanas (hMSC) derivadas de la médula
Osea se unen facilmente a las regiones PPR y NPR de los armazones hibridos (Figura 4.18).
En ambas regiones, las células adheridas a los puntales del andamio mostraron la formacion
de fibras de tension gruesas. Sin embargo, en la regién PPR, se encontr6 que las hMSC
crecian principalmente a lo largo del filamento del andamio (Figura 4.18 A y D), mientras
que las hMSC en la region NPR crecieron no solo a lo largo de los puntales del andamio,
sino también dentro de sus huecos (Figura 4.18 B, C 'y E). Como se observa en la Figura 4.18
C, las hMSC que crecian en los huecos del andamio se moldearon a la forma de los huecos.
Esto es probablemente el resultado de las diferentes topologias presentadas por las regiones
PPR / NPR, aunque el area vacia para ambas arquitecturas es relativamente similar y muy
grande en comparacion con el tamafio de las celdas. El hecho de que las hMSC fueran capaces
de unirse y proliferar a través del andamio sugiere aplicaciones potenciales de esta
arquitectura hibrida como parches de biomaterial para la regeneracion de tejidos(*®l.
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Figura 4.18: Imagenes de microscopia de fluorescencia de células madre mesenquimales humanas en la
region (A, D) de proporcion de Poisson positiva (PPR) y en la region de proporcidn de Poisson negativa
(NPR) (B, C, E). (C) Células que crecen en huecos de andamios y a lo largo de puntales de andamios en la
regién NPR. (D) Células que crecen a lo largo de los puntales del andamio (recuadro: SEM de los puntales
del andamio) en la region de PPR. (E) Células sembradas en la region NPR (recuadro: SEM de puntales de
andamio). Las barras de escala representan (A, B) 250 [um] y (C, D, E) 125 [um].

Verde: filamentos de actina; azul: niicleos; rosa: puntales de andamiol®l,

Song y colaboradores, evaluaron el uso de andamios auxéticos para la diferenciacion
neuronal (linaje ectodermo). Los resultados indican que los andamios auxéticos con la
estructura de poros adecuada y la relacion de Poisson negativa mejoran la diferenciacion
neural26],

Evallan la diferenciacion vascular (un linaje mesodermo) de las células madre embrionarias
de raton (ESC) y las PSC inducidas por humanos (hiPSC) en andamios auxéticos 3-D en
comparacion con los andamios antes de la conversion auxética. Ambas estructuras se
observan en la Figura 4.191%°l. Este estudio investigd el posible papel de la proteina YAP
(Yes-Associated Protein o Proteina Asociada a Si) en el comportamiento celular de las
células madre pluripotentes durante la diferenciacion vascular en andamios auxéticos.

Figura 4.19: Imégenes de microscopia electronica de barrido de scaffolds bruto (a la izquierda) y scaffolds
auxéticos (a la derecha) 21,
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Se observo una mayor retencion citoplasmatica en las células ES - D3 de los scaffolds
auxeéticos en comparacion con las de los andamios regulares, lo que sugiere que los andamios
auxéticos pueden afectar la organizacion celular y la contraccion para acelerar la
diferenciacion vascular(?®l,

El andlisis cuantitativo de la localizacion de YAP mostré que YAP nuclear fue dominante
para el grupo de control, y el porcentaje de células que expresan YAP citoplasmatico fue
significativamente mayor para el grupo auxético que para el grupo regulart?l,

Los resultados mostraron que los andamios auxéticos promueven la expresion de marcadores
de diferenciacion vascular y la secrecion de proteinas ECM. La expresion de YAP
citopldsmica de células de armazones auxéticos puede contribuir a la diferenciacion vascular
mejoradal?®].

Kim y colaboradores investigan un andamio auxeético y su efectividad en la entrega de estrés
isotropico (estatico/dindmico) a las células. El objetivo del estudio fue lograr una
proliferacion efectiva de células 6seas bajo diversas condiciones de estimulo compresivo
(estatico/dinamico) a través de un scaffold auxéticol®l,

El andamio de PLGA poroso convexo se transformd con éxito en un andamio poroso
reentrante con estructuras especiales y coeficiente de Poisson negativo. Su estudio anterior
reveld que esta estructura podria entregar una carga compresiva de forma isotrépica a las
células en el andamio y tuvo un efecto sobre la proliferacion celular.

Los resultados de este estudio indican que tanto la estimulacion compresiva estatica como la
estimulacion compresiva dindmica son eficaces para aumentar la tasa de proliferacion
celular. En los grupos de estimulacion tanto estatica como dindmica, la eficiencia de la
administracion de estimulacion a las células disminuyd con un aumento en el periodo de
cultivo. La estimulacién compresiva dinamica fue mas eficaz que la estimulacion estatica en
la proliferacion de células MG-63[281,

Choi y colaboradores, realizan un estudio para fabricar HA (Hidroxiapatita)/PLGA (Poli
Acido D, L-lactico-co-glicolico) auxético e investigar los efectos de la proliferacion de
celulas 6seas después de varios estimulos compresivos dindmicos. Se espera especificamente
que las células en un scaffold HA/PLGA con coeficiente de Poisson negativo (NPR) reciban
estimulos de compresion desde todas las direcciones, a pesar de que un estimulo solo se
aplica en una direccion. La hidroxiapatita (HA) es un material inorganico conocido que es
similar al tejido 6seo natural en términos de sus componentes inorganicos, composicion
quimica y caracteristicas cristalograficas. Estas ventajas de HA en el andamio de PLGA
mejoran la biocompatibilidad y las propiedades mecéanicas de un andamio para el crecimiento
de células osteogénicas. En consecuencia, se esperaria que los andamios 3-D con una relacion
de Poisson negativa tuvieran un efecto positivo sobre la proliferacion de células 6seas(?].

Se encuentra que el andamio compuesto HA / PLGA puede mantener su forma durante la
estimulacion compresiva continua. En caso de estimulacion sin compresion, la adicion de
HA condujo a un aumento del 20% en la proliferacion de células de tipo osteoblastos en
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relacién con PLGA a los 5 dias de cultivo. También confirmaron que el scaffold compuesto
NPR de HA / PLGA mostro una proliferacion celular 2 veces mayor que el scaffold de PLGA
después de la estimulacion dinamica. Por lo tanto, la estimulacion de compresion dindmica
adecuada (ciclos de 5 min) facilitaria la regeneracion dsea al proporcionar una compresion
isotropica efectiva en el andamio NPR. En general, estos hallazgos indican que los andamios
compuestos de NPR utilizados en este estudio ayudarian a la regeneracion Osea al
proporcionar una mejor osteo-compatibilidad y una compresion isotropica efectiva para
estimular la proliferacion de células dseas!?’.

Lee y colaboradores, desarrollan un sustituto de vasos sanguineos de pequefio diametro
altamente compatible al otorgar un coeficiente de Poisson negativo (NPR) a un material
biocompatiblel®,

Disefian una construccion tubular con NPR ensamblando un patrén con una costilla cortada,
como se observa a la derecha de la Figura 4.20.
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Figura 4.20: Disefio geométrico de las celdas unitarias. A la derecha la estructura de costilla intacta, con
comportamiento PPR, y a la derecha la estructura de costilla cortada con comportamiento NPR. Las paredes
de las celdas unitarias (denominadas nervaduras) tienen aproximadamente 40 micrémetros de ancho y 100
micrémetros de profundidad®.

Utilizan un sistema de impresion 3D basado en un dispositivo de micro espejo digital (DMD)
para fabricar una estructura a partir de un hidrogel basado en PEGDA (diacrilato de poli
etilenglicol). Para fabricar una muestra grande, utilizan un enfoque de paso e impresion para
ampliar el proceso. Al unir los patrones adyacentes, construyen un parche grande con el rasgo
NPR, luego enrollan el parche para formar un injerto tubular?®l. Los parches PPR (con
coeficiente de Poisson positivo) y NPR se pueden observar en la Figura 4.21.

Figura 4.21: Imagenes Opticas ensayo de traccion de parches tubulares PPR izquierda y NPR derechal?l,

27



Se realizaron ensayos de adhesion y proliferacion de hTMSCs (células estromales
mesenquimales de cornete humano) en las estructuras tubulares PPR y NPR desarrolladas.
Ambas estructuras fueron recubiertas con colageno para promover adhesion celulart?®l,

Las células sembradas se unieron a los puntales de la estructura y se formaron fibras de actina
en ambas construcciones siete dias después del cultivo. Sin embargo, en la construccion PPR
las células crecieron a lo largo de los puntales en un area parcial, mientras que en la
construccion NPR proliferaron en toda el area de las construcciones con una alta
interconexion, asi como a lo largo de los puntales de la construccion. La tincién nuclear
también mostro abundancia de la célula en la construccion NPR[?°l, Esto se observa en la
Figura 4.22.

Ademas, los resultados de la proliferacién celular durante once dias basados en la medicion
de densidad Optica mostraron superioridad de la estructura NPR. Aunque la tasa de
proliferacion celular inicial del dia uno fue similar entre si, la estructura NPR mostré una
densidad de hTMSCs mas alta que la construccion PPR en los otros dias??l.

Figura 4.22: Imagenes microscopicas de filamentos de actina tefiidos méas ndcleos en las construcciones al
dia siete. A la izquierda la estructura NPR y a la derecha PPR[2%],

A pesar de que las arquitecturas de celda unitaria tienen un tamafio de poro relativamente
similar, el espaciado entre los puntales es mas pequefio en la celda unitaria NPR que en la
celda unitaria PPR, por lo que el llenado de los poros fue mas facil en la construccion NPR.
Por lo tanto, la densidad celular fue mucho mayor en la construccién NPR que en la
construccién PPR, los que se observa en la Figura 4.22. Estos resultados demuestran que la
geometria y la disposicion de los poros pueden afectar el comportamiento de la union
celulart?®,

Los resultados del experimento confirmaron que la adhesion celular era mayor en las
estructuras con comportamiento NPR que en PPR[?,

Flamourakis y colaboradores demuestran la aplicacion de andamios auxéticos hechos con
MPL (litografia multifotdnica o escritura laser directa) para el crecimiento celular en cultivo
3D. La estructura auxética seleccionada corresponde a la estructura hexagonal reentrante.
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Para la fabricacion de la estructura utilizan un material hibrido organico-inorganico, SZ2080,
conocido por mejorar la proliferacion celulart®,

Caracterizan sus propiedades mecénicas y muestran que, a pesar de que el material en si es
rigido, los andamios fabricados son flexibles y exhiben comportamiento auxético.
Finalmente, utilizan dos tipos diferentes de andamios en cultivos de células de fibroblastos
con el objetivo de estudiar la respuesta de las células a los mismos y viceversa. Estos dos
tipos de andamios auxéticos difieren en el tamafio de sus poros. El primero de ellos presenta
un tamafo de poro mas pequefio (8,6 [um] de altura) para ser utilizado como sustrato celular,
sin posibilidad de penetracion celular, mientras que el segundo tiene un tamafio de poro
mayor (40[um] de altura) para estudiar el potencial de penetracion de los fibroblastost®?l.

La estructura con un tamafio de poro pequefio es demasiado pequefia para permitir la
penetracion celular, sin embargo, es Util para investigar la capacidad de los fibroblastos para
adherirse y proliferar en el armazon y para adaptarlo y deformarlo. Todas las células pudieron
adherirse tanto a la superficie como a los lados del andamio y tirar de toda la estructura. En
la Figura 4.23 se observan deformaciones importantes de muchas celdas unitarias del
andamio, asi como pandeo alrededor y sobre el andamio. No se observé dafio celulart®,

20kV X250, 100pm

Figura 4.23: Cultivo en andamios auxeticos de tamafio de poro pequefio. Vista general de los tres andamios
donde se pueden observar grandes deformidades debido a las fuerzas mecanicas aplicadas por los
fibroblastost?l,

Para permitir la penetracion y la proliferacion celular dentro del andamio, se construy6 un
scaffold con un tamafo de poro grande de 40 um, comparable al tamafio de una sola célula
(los fibroblastos de ratdn tienen un didmetro de 40-50 [um]). Después de 4 dias de cultivo,
las imagenes SEM mostraron que podian entrar en los poros del andamio y proliferar con
éxito, como se observa en la Figura 4.24, izquierda. La estructura parece estar completamente
ocupada por las células y deformada, como se observa en la Figura 4.24, derechal®.
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Figura 4.24: Cultivo en scaffold auxético de poro 40 [um]. A la izquierda vistas generales inclinadas del
andamio. Las células pudieron penetrar dentro de los poros de la estructura, que constaba de dos capas y fue
capaz de resistir las fuerzas. A la derecha imagen ampliada de varias celdas unitarias en la superficie del
scaffold. La geometria hexagonal reentrante puede doblarse hacia adentro debido a las fuerzas mecanicas
aplicadas por las células (en amarillo) 21,

Logran demostrar que las estructuras auxéticas 3D construidas a través de MPL se pueden
utilizar como andamios para cultivos celulares. Ademas, demuestran que los fibroblastos de
raton pueden penetrar y proliferar facilmente en estos andamios, adaptando la forma de este
para satisfacer sus necesidades, aumentando su proliferacion y adquiriendo la direccionalidad
deseablel*%,

5. Metodologia

La metodologia general de este trabajo consiste en disefiar e imprimir los scaffolds
seleccionados, para luego realizar un ensayo de traccion a cada uno y obtener su coeficiente
de Poisson. Una vez conocida esta variable, se realiza un cultivo celular sobre cada uno de
los scaffolds con el fin de estudiar el efecto de una estructura auxética sobre la proliferacion
celular.

5.1. Disefio e impresion de scaffolds

Se seleccionan las estructuras a estudiar luego de una exhaustiva investigacion. Una vez
seleccionadas, se procede a realizar sus disefios en un software CAD para poder realizar la
impresion 3D. El software utilizado es Fusion 360, debido a su simplicidad y a la existencia
de herramientas para convertir inmediatamente una estructura disefiada en este software a un
archivo de impresion STL. Este archivo se abre en el software PreForm para proceder a
imprimir la pieza en la impresora Form 2.

5.1.1. Fusion 360

Fusion 360 es un software creado por Autodesk, y que integra CAD (Computer Aided Design
o Disefio Asistido por Computadora), CAM (Computer Aided Manufacturing o Manufactura
Asistida por Computadora), CAE (Computer Aided Engineering o Ingenieria Asistida por
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Computadora ) y PCB (Printed Circuit Board o Placa de Circuito Impresa). Esta pensado
para unificar y facilitar los procesos de disefio, ingenieria, electronica y manufactura en una
tnica plataformal®l.

En este software se realiza el disefio de los scaffolds y luego se guarda en un archivo de
impresion STL.

El proceso de disefio se realiza de la siguiente manera:

El primer paso es crear un sketch y seleccionar el plano en que se realizara el disefio. Para
efectos de este trabajo no es relevante el plano utilizado. En la ventana del programa Fusion
360 se debe seleccionar los siguientes comandos:

SOLID - CREATE - Create Sketch = Seleccionar un plano de trabajo

Una vez seleccionado el plano, se procede a la realizacién del dibujo utilizando las
herramientas de Create, con la forma y medidas deseadas, como se ve en la Figura 5.1. Se
seleccionan los comandos:

SOLID = CREATE - Line = Realizacion del dibujo de la estructura = FINISH
SKETCH

iH O &« W Untitied + 83N @& e

Speafy next pont

I A 888 O

o P-a0g Q- @ 8-

e T
Figura 5.1: Dibujo realizado en Fusion 360.

Para formar la estructura en 3D se utiliza la herramienta de extrusion. Luego se asigna el
espesor deseado como se observa en la Figura 5.2. Para esto se seleccionan los comandos:

SOLID - CREATE - Extrude = Ingresar espesor deseado = OK
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Con la pieza terminada, para generar el archivo de impresion que sera utilizado en el software

de la impresora (Figura 5.3), se debe utilizar los siguientes comandos:

TOOLS - MAKE - 3D Print = Desmarcar opcion “Send to 3D Print Utility” = OK
-> Guardar como STL

B R 8 «° -

SOLD SURFACE
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5.1.2. Software PreForm
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Figura 5.3: Guardar disefio en STL.
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Una vez finalizado el disefio que se desea imprimir y que se ha creado el archivo STL del
mismo, se abre el software de la impresora Illamado PreForm. Aqui se debe seleccionar la
impresora a utilizar, la resina y la resolucion. En este caso se selecciona la impresora Form
2, resina Dental SG y resolucién de 50 [micrones], como muestra la Figura 5.4.
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Impresora
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Impresion mas rapida

100

Cancelar
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Resolucién mas alta
50

Figura 5.4: Configuracion inicial del software PreForm.

Luego, se abre el archivo STL que se desea imprimir. Se posiciona la pieza de manera
horizontal como se observa en la Figura 5.5, siguiendo los siguientes comandos:

Orientacion - Seleccionar Base... = Seleccionar una base que oriente la estructura de
manera horizontal

Archivo  Editar  Ver  Ayuda
#. | MODO DE ORIENTACIONDECARA | >  JOBINFO
p . PRINTER -
i Usa tu raton para seleccionar una n
-..i cara que orientar hacia la base de < ®
impresion. Necesitaras regenerar ] v 2 IMPRESORA VIRTUAL
QD los soportes de todos los modelos " Form 2
que ya los tengan. -
»
@ Resin Dental SG
s @ Layer Thick 0.05
-. .t ay ICKness 2 mm
P
DETAILS v
@ Print Time ~10 h 15 min
S € Layers 1997
£ Vvolume 101,38 ml
PRINTABILITY v
e &1 Imprimibilidad Advertencia

Figura 5.5: Seleccion de una base en PreForm.

Para agregar soportes a la figura se puede utilizar la opcion automatica o manual. Los
soportes son estructuras pequefias, generalmente de menor densidad que la estructura, y que
poseen un punto de contacto con la misma. Se utilizan para mantener fija la pieza durante la
impresion, ademas de permitir la creacion estructuras como voladizos (estructuras
sobresalientes respecto a la pared que las sostiene).
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En la Figura 5.6 se observa una estructura con soportes automaticos. Para esto se deben
utilizar los siguientes comandos:

Soportes = Generar automaticamente la seleccion
También se pueden agregar manualmente utilizando la opcion de editar:
Soportes = Editar...
En ambos casos los ajustes deben ser:
e Densidad: 0,50
e Tamaiio del punto de contacto: 0,10 [mm]

e Tipo de base: Minibases

"i’: > JOB INFO

PRINTER v

M B IMPRESORA VIRTUAL

QD " Form 2
¢ Dental SG
== a 0.05 mm

Edit

©

DETAILS v

~5h15 min

228

a4 o0

105,29 ml

PRINTABILITY A

e i

Figura 5.6: Estructura con soportes generados autométicamente por el software.

Una vez finalizado el proceso, el archivo se envia a la impresora, ya sea mediante WiFi o0 a
través de conexion USB, y se procede a iniciar la impresion.

5.1.3. FormLab Form 2 y Resinas

La impresora utilizada en este trabajo es la Form 2 de la marca FormLab, que posee un laser
de 140 micrones, siendo esta su maxima resolucion de impresion. En la Figura 5.7 se puede
observar el proceso de impresion en esta impresora.
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Figura 5.7: Imagen de una impresion en Form 2[101,
Las resinas disponibles para la Form 2 en este proyecto son:

e Estandar: Material de alta resolucién para prototipados rapidos. En particular, se tiene
la resina clear y black, que difieren s6lo en el color. Los demas colores se pueden
observar en la Figura 5.8.

0

Figura 5.8: Escala de grises de la resina estandar[1%],

e Flexible: Adecuada para partes flexibles més rigidas, como la botella de la Figura 5.9.

Figura 5.9: Objeto fabricado con resina flexible[7l.
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e Dental SG: Produce piezas fuertes, precisas y biocompatibles. Después de ser curado,
este material puede ser esterilizado. Generalmente se utiliza para imprimir guias
dentales como las de la Figura 5.10.

Figura 5.10: Impresion realizada en resina dental [101,

e Elastica: La resina mas suave, adecuada para prototipos de piezas normalmente
producidas con silicona. En la Figura 5.11 se puede ver un ejemplo de objeto
fabricado con esta resina.

™

-
-

Figura 5.11: Objeto fabricado con resina elastical’®l.

En la Tabla 5.1 se encuentra un resumen de las propiedades mecéanicas de cada una de las
resinas mencionadas.

Tabla 5.1: Resumen de propiedades mecénicas de las resinas. Elaboracién propia con informacion
disponible en las guias técnicas!Cl.

Resina Tension Maxima | Modulo de Young Elongacion a la Fractura
[MPa] [GPa]
Estandar Sin Curar 38 1,6 12%
Estandar Curada 65 2,8 6,2%
Flexible Sin Curar 3,3-34 - 75— 85%
Flexible Curada 7,7-85 - 12,3%
Dental SG Curada 73 2,9 12,3%
Eléastica Sin Curar 1,61 - 100%
Eléastica Curada 3,23 - 160%
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5.2. Coeficiente de Poisson de las estructuras

Para obtener el coeficiente de Poisson de las estructuras disefiadas es necesario realizar un
ensayo de traccion. EI médulo de Poisson se obtiene con la ecuacion (1.1).

El ensayo es realizado en una maquina de ensayos universal marca Instron, serie EMIC
modelo 23-5D. Esta posee un modulo de carga de 5 [KN] y pufios de traccién para sostener
las piezas de ensayo, los cuales se pueden observar en la Figura 5.12.

e

Figura 5.12: Pufios de traccion estaticos de uso general con accidn lateral del tornillofl,

Dado que las estructuras tienen un tamafio promedio de 6 [cm], para poder obtener las
deformaciones, se utiliza una camara fotografica con un lente macro para grabar el
experimento.

Para realizar el ensayo los pasos a seguir son:
1. Fijar los extremos de la pieza a las tenazas de la maquina.
2. Comenzar la grabacion con la camara.

3. Comenzar el ensayo de traccion a la menor velocidad posible (0,5 [mm/min]), si se realiza
a mayor velocidad, la pieza se rompe antes de observar su deformacion.

Una vez que la pieza se rompa, detener el experimento y la grabacion.
Quitar los restos de la pieza.

Analizar el video en camara lenta, para poder observar la deformacion de la estructura.

N oo o B

Repetir para las otras estructuras.

El analisis del video se realiza agregando puntos referenciales y estudiando el desplazamiento
de estos, como se observa en la Figura 5.13. En base a estos puntos se obtiene la deformacion
transversal de la estructura, a medida que se tracciona longitudinalmente. La relacion entre
estas dos deformaciones entrega el coeficiente de Poisson experimental de cada una. Con
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esta informacion se genera un grafico del coeficiente de Poisson experimental de la
estructura, segun la deformacion.

En el caso de la imagen, la deformacion transversal (e;) a una deformacion del 24% es de
386 — 358 = 28 [pixeles], mientras que la longitudinal (e;) es de 401 — 322 =79
[pixeles]. Utilizando la ecuacion (1.1) obtenemos el coeficiente de Poisson (v):

=5 <\
0 S

e
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Figura 5.13: Estructura trianguér. Izquierda: En reposo; Medio: Deformacion de 12%; Derecha:
Deformacion de 24%.

5.3. Proliferacioén celular

Para estudiar la proliferacion celular se realizan cultivos sobre cada uno de los scaffolds.
Para asegurar el crecimiento celular y poder estudiar el efecto de las estructuras, es necesario
realizar de antemano estudios de esterilizacidn y adhesion al material, para luego proceder al
cultivo en su superficie. Esto se realiz6 en el laboratorio de c4c (cells for cells) de la
Universidad de los Andes, a cargo del profesor Juan Pablo Acevedo.

5.3.1. Esterilizacion:

La esterilizacion se realiza con etanol y antibiético de la siguiente manera:

Se sumergen las estructuras en 10 [mL] de etanol al 70% por 2 horas, luego se lavan con 10
[mL] de PBS, repitiendo el lavado.

Dentro de campana, se colocan las piezas en una placa con antibidtico al 2% y se dejan toda
la noche.

El resto del cultivo debe realizarse dentro de campana, con el fin de evitar contaminacion de
los scaffolds.

5.3.2. Adhesion:

Se realizan pruebas de adhesion para comprobar si las células pueden adherirse directamente
a los scaffolds. Estas pruebas se realizan en piezas lisas (laminas impresas sin estructura),
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cultivando células mesenquimales humanas de cordon umbilical en su superficie con el fin
de observar si existe adhesion. Se realizan en un pocillo 24 well, el cual necesita 5700 células
por pocillo, en 500 [uL] de medio.

Una vez finalizado el tiempo de cada experimento (4 horas, 6 horas y fin de semana) se
realiza un conteo de células, post revision bajo el microscopio para asegurar que no haya
contaminacion. El proceso de conteo se debe realizar bajo campana de la siguiente manera:

e Lavado con 7 [mL] de PBS, repetir 3 veces.

e Afadir 6 [mL] de Tripsina para disociar las células adheridas al pocillo. Incubar a
37°C por 5 min.

e Agregar 9 [mL] de medio para bloguear la reaccion de la Tripsina. Centrifugar por 5
[min] a 300 [g].

e Desechar el liquido y afiadir 1 [mL] de medio.

e Preparar mezcla con 50 [uL] de la suspension, junto a 50 [uL] de azul de tripano
(colorante que permite diferenciar células vivas y muertas).

e En una placa Neubauer, depositar 10 [uL] de mezcla y realizar conteo por cuadrante
como se observa en la Figura 5.14.

. ....
@
® ®
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- ° s
® €
® 3

Figura 5.14: Izquierda: Ejemplo del llenado de una placa Neubauer; Derecha: Conteo en un cuadrante de la
placa Neubauer63[7],

La concentracidn se obtiene utilizando la ecuacién (4.12):

numero de células

mL (4.1)

Células contadas L ,
- Factor dilucion - Factor Neubauer - Volimen

Concentracion

Numero de cuadrantes

50 [uL]

-1
M) = 2, el factor

Donde el factor de diluciéon de la mezcla corresponde a (

Neubauer es 10* y el volumen es 1 [mL].
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5.3.3. Cultivo:

Para el cultivo se utilizan células mesenquimales humanas de cordén umbilical. Estas células
son cultivadas directamente sobre los scaffolds, cada uno en un espacio de 1,9 [cm?] de una
placa 24 well como la de la Figura 5.15 luego de crecer en una placa p100 o p150 como la
de la Figura 5.16, con areas de 100 [cm?]y 150 [cm?] respectivamente.

Figura 5.15: Placa 24 well€],

Figura 5.16: Placa p100[8l,

6. Resultados y discusiones

6.1. Eleccidn de las estructuras e impresion

Para elegir las estructuras a utilizar se realiza una exhaustiva investigacion. De esta se obtiene
que la estructura mas estudiada como un scaffold auxético corresponde a un panal reentrante
o “corbata”, por lo que se selecciona como primera estructural“ICIEI7II4]30]

El &ngulo utilizado fue de 28,1° para lograr un equilibrio entre el coeficiente de Poisson de
la estructura y asegurar que el hueco de cada celda sea cercano a 200 [um], requisito para
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poder realizar un cultivo en el cual las células puedan crecer sobre la estructura. El disefio de
esta se puede ver en la Figura 6.1, en la Figura 6.2 se aprecian los detalles de las dimensiones.

El coeficiente de Poisson tedrico de esta estructura, con el angulo mencionado, corresponde
a -1,44. Valor obtenido utilizando la ecuacion (1.1).

Figura 6.1: Estructura de panal reentrante.

Figura 6.2: Detalles de la geometria de la estructura con h=0,9 [mm]; I=1,2 [mm]; §=28,1°; w=0,08 [mm].
Donde h/l es el coeficiente de largo de la costilla, @ es el dngulo reentrante y w es el espesor de las costillas.

Las otras dos estructuras auxéticas también se seleccionan de las ya estudiadas, aunque en
mucho menor medida. La primera corresponde a una estructura semi-rigida cuadrada, debido
a que su area de contacto con la célula es mucho mayorPI€li] Ademas, el coeficiente de
Poisson tedrico de esta estructura es de -1, es decir, su deformacidn transversal es igual a la
longitudinal. El disefio de la estructura se puede ver en la Figura 6.3.
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Figura 6.3:Estructura semi-rigida cuadrada.

Figura 6.4: Detalles de la geometria de la estructura con cuadrados de lado 0,8 [mm] y angulo de 30°.

La ultima estructura seleccionada es la menos estudiada de las tres y corresponde a un patron
triangular ondulante también conocida como “Kagome triangular”PIIl7], Esta estructura fue
seleccionada debido a que los espacios entre cada borde son mucho méas pequefios que en la
estructura de panal, lo que podria dar un mejor soporte a las células, que tienden a crecer a
lo largo de los bordes del scaffold. Su coeficiente de Poisson es el menos negativo de los
tres, siendo su valor tedrico de -0,4. El disefio de la estructura se puede ver en la Figura 6.5.

Figura 6.5: Estructura Kagome triangular.
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- ﬂ
a con triangulos de lado 1,6 [mm], ondas de radio 0,36
[mm] y espesor de las costillas de 0,08 [mm].

Para tener una verdadera apreciacion del efecto de la auxeticidad de una estructura sobre la
proliferacion celular, es necesario contar con una estructura no auxética de control.

En este caso la estructura seleccionada fue la hexagonal o de “panal” de la Figura 6.7. Esto
debido a que es la forma no auxética de la estructura de panal reentrante, por lo que puede
ser un buen punto de comparacion.

Figura 6.7: Estructura no auxética hexagonal

La primera estructura disefiada en el programa fue la de panal reentrante. Debido a la
necesidad de realizar pruebas para comprender el funcionamiento de la impresora, ademas
de sus parametros, el primer disefio impreso corresponde solo a una celda de la estructura. El
disefio de las celdas en el programa Fusion 360 se realiza generando el dibujo en un sketch
como el de la Figura 6.8 de la siguiente manera:

SOLID - CREATE - Create Sketch > Seleccionar un plano de trabajo = Line -
Realizacion del dibujo de la estructura - FINISH SKETCH

Luego, para aumentar el tamafio de la estructura, se afiaden celdas una por una hasta obtener
5 hacia el lado y 10 hacia abajo- Una vez listo el disefio, se procede a extruirlo con un espesor
de 5 [mm] como se observa en la Figura 6.9. Este proceso se realiza como sigue:

SOLID - CREATE = Extrude

Hasta este punto no existen mayores problemas con el disefio. Este fue impreso en resina
estandar y resina flexible.
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Figura 6.9: Extrusion de la estructura.
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Luego, la estructura debe ser miniaturizada para alcanzar el tamafio necesario para trabajar
con células. Esto implica que la cantidad de celdas necesaria para generar la estructura es
mucho mayor, y agregar una por una deja de ser una opcion. Esto debido a que el disefio se
vuelve demasiado complejo para el procesamiento del programa y, por ende, toma mas de
10 minutos en modificar cada linea del dibujo.

Para solucionar el problema de sobre-procesamiento, se utiliza la herramienta “rectangular
pattern”, que permite crear la estructura completa en base a una estructura inicial de 2 celdas.
Para esto se crea un sketch con dos celdas base, al cual se le realiza un extrude de 0,5 [mm]
de espesor. Una vez creado este cuerpo, se procede a utilizar la herramienta de la siguiente



CREATE -> Pattern - Rectangular Pattern - Pattern Type: Bodies > Objects:
Seleccionar la estructura de 2 celdas -» Directions: Seleccionar cualquier borde
paralelo al eje = Distance Type: Spacing = Quantity & Distance: Dependen de la
estructura = OK

En este caso se necesita 19 repeticiones, de la estructura de dos celdas que se observa
destacada en azul en la Figura 6.10, hacia el lado con una separacién de 1,58 [mm], mientras
gue hacia abajo se necesitan 43 repeticiones con una separacion de 1,403 [mm]. Esto para
obtener una estructura total de aproximadamente 30 [mm] x 60 [mm].

DESIGN ~ ‘4 P ’| / ¢$., i o J — aa N
- T L]
4 o @
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Figura 6.10: Disefio de estructura mediante patrén rectangular. En azul se destaca la estructura inicial de
dos celdas utilizadas para generar las demas.

Con el disefio terminado, para imprimir las piezas, es necesario convertir el archivo al
formato del programa PreForm, software de impresion de las impresoras FormLab. Para esto:

TOOLS - MAKE = 3D Print = Desmarcar opcion “Send to 3D Print Utility” - OK
-> Guardar como .stl

Finalmente, para imprimir la estructura se debe abrir el programa PreForm. Se debe
seleccionar la resina con la cual se planea imprimir, ademas del tamafio de cada una de las
capas que la conformara. Este puede variar entre 100 y 25 micrones, segun la resina. Dado
que se desea imprimir estructuras muy pequefias, se utiliza el menor tamafio de capa
disponible para cada una. Luego, se abre el archivo a utilizar y se orienta de la mejor manera
posible:

Orientacién = Seleccionar base... = Posicionarla horizontalmente = Comenzar una
impresion

De esta manera, la estructura se imprime directamente sobre la base de impresion. Esto le da
un buen soporte, pero se vuelve muy dificil retirarla de la plataforma, sobre todo cuando el
tamario es reducido y la pieza se vuelve mas delicada.
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Para resolver este problema, es necesario agregar soportes a las estructuras. La generacion
automatica del programa no entrega buenos resultados en este caso, por lo que deben afiadirse
manualmente. Dado que los bordes a imprimir son de ordenes milimétricos, estos deben tener
el menor punto de contacto posible, el que varia segun el tipo de resina. Ademas, se usa una
densidad de 0,5 con el fin de ahorrar resina y ya que no es necesario un soporte mas denso.
En la Figura 6.11 se puede observar una estructura con soportes en el software PreForm.

Soportes - Editar... 2 Densidad: 0,5 -2 Tamafio del punto de contacto: Menor posible
- Desactivar casillas “Soportes internos” y “Etiqueta en la base” - Tipo de base:
Minibases

Dental SG

/
“ o

Layer Thickness 0.05 mm

Edit

O + DETAILS -
fa i © Print Tim ~ 45 min
e 38
!i ¢ v 715 ml
9 PRINTABILITY -
iy Iy primib
iy Most (@
e Most o

MODEL LIST v

Traccién Cor...mm x 30mm v1

Figura 6.11: Estructura con soportes en PreForm. En azul la estructura del scaffold y en amarillo los
soportes necesarios para imprimirla.

Una vez dominados los parametros de impresién, se realizan impresiones de prueba,
comenzando con la resina estandar. Estas fueron realizadas a escala de centimetros y con la
estructura de panal reentrante. Para luego realizar impresiones a escala milimétrica y con las
estructuras restantes.

6.1.1 Impresiones preliminares a escala de centimetros

En la Figura 6.12 (a) se puede ver una impresion realizada directamente sobre la plataforma
de impresion. Esta se rompe al retirarla de la base debido a su fragilidad, por lo que es
necesario agregar soportes a la impresion, con el fin de poder retirar con mayor facilidad la
pieza finalizada.

En la Figura 6.12 (b) se puede observar una impresion cuyos bordes fueron disefiados para
tener la menor resolucion posible, es decir, los bordes mas finos que se pueden alcanzar con
esta impresora. En esta se aprecia que la resolucion no es tan exacta, debido a que se generan
bordes dobles en lugar de un borde delgado.
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Ambas impresiones fueron realizadas con resina estandar, en posicion horizontal sin soportes
y con resolucion de capa de 25 [um].

(a)

Figura 6.12: Impresiones con resina estandar (a) estructura impresa directamente en la base de impresion
(b) prueba de impresion con bordes de la menor resolucién posible.

Las siguientes impresiones se realizaron con resina flexible, en posicion horizontal sin
soportes, y con una resolucion de capa de 50 [um]. También se utiliza esta resina para hacer
una prueba de orientacion de impresion. En la Figura 6.13 se puede ver como la resina tiende
a acumularse en la base, por lo que, para tener una estructura homogénea, es necesario que
su orientacion sea horizontal.

(a) (b)

=1

Figura 6.13: Estructuras impresas con orientacion (a) horizontal apoyando s6lo las esquinas en la
plataforma y con un soporte interno en el medio (b) vertical apoyada directamente en la plataforma y sin
soportes.

En el caso de la impresion con resina flexible es bastante sencillo retirarla de la base de
impresion, a pesar de no tener soportes. Sin embargo, se genera una primera capa sélida, sin
las perforaciones esperadas como se puede ver en la Figura 6.14. Dado que es necesario
miniaturizar las estructuras, esta resina es inmediatamente descartada, ya que no alcanza la

resolucion necesaria.

Figura 6.14: Estructura impresa en resina flexible.
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La siguiente resina utilizada corresponde a la elastica. Esta funciona bastante bien en escala
de centimetros, incluso sin soportes, debido a que no es fragil. En esta resina se imprimieron
las 3 estructuras auxéticas en estudio, con un borde para ensayos de traccion/compresion, las
que se pueden observar en la Figura 6.15. Estas fueron impresas horizontalmente, con
soportes aleatoriamente dispuestos y una resolucion de capa de 50 [um].

Figura 6.15: Estructuras impresas en resina elastica (a) Kagome triangular (b) Semi-rigida cuadrada (c)
Panal reentrante.

Al realizar ensayos de compresion la estructura se pandeaba en exceso, por lo que se decide
hacer s6lo ensayos de traccion y, por ende, se eliminaron los bordes para compresion.

La altima resina utilizada corresponde a la dental SG, impresa en posicion horizontal, con
soportes aleatoriamente dispuestos y una resolucién de capa de 50 [um]. Esta tiene buenos
resultados a escala de centimetros como se ve en la Figura 6.16, a pesar de ser bastante fragil.

Figura 6.16: Estructuras impresas en resina dental sin curar (a) Semi-rigida cuadrada (b) Kagome
triangular.

La resina dental tiene menor toxicidad que las demas, sobre todo después de ser curada. Sin
embargo, una vez que se cura se vuelve excesivamente fragil y no sirve para la aplicacion
deseada. En la Figura 6.17 se puede observar que una vez la resina es curada, no se puede
manipular.

Figura 6.17: Estructuras impresas en resina dental curada (a) Semi-rigida cuadrada (b) Kagome triangular.
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Dado que la resina dental alcanza la resolucién necesaria, y su rigidez es similar a la de la
resina estandar, esta Gltima se descarta y se decide utilizar la dental, sin curar, debido a su
esperable mayor biocompatibilidad.

Para poder realizar un cultivo celular en los scaffolds, es necesario que la celda unitaria de
cada estructura tenga un tamafio de aproximadamente 200 [um]. Por lo que es necesario que
la resina tenga una alta resolucién de impresion. Las pruebas a escala milimétrica se realizan
solo con resina elastica y resina dental SG sin curar.

6.1.2 Impresiones a escala de milimetros

La resolucion de la resina elastica es insuficiente para este proyecto, al miniaturizar la
estructura desaparecen las celdas unitarias. Esta resina necesita una separacion de minimo
0,8 [mm] para no pegarse. En la Figura 6.18 se observa como quedan las estructuras con
resina elastica y el tamafio deseado. Esta impresion fue realizada en posicién horizontal, con
soportes aleatoriamente dispuestos y una resolucion de capa de 50 [um].

Figura 6.18: Impresiones a escala milimétrica en resina elastica.

La resolucion de la resina dental si es suficiente, pero su fragilidad, incluso sin curar, obliga
a descartar la estructura semi-rigida, pues sus puntos de unién son demasiado pequefios para
mantener a toda la estructura. Por esta razdn, se sigue trabajando solo con las estructuras
triangular y de panal reentrante. En la Figura 6.19 se puede observar cada una de las
estructuras auxéticas impresas a escala milimétrica, en orientacion horizontal, con soportes
aleatoriamente dispuestos y una resolucion de capa de 50 [um].

Figura 6.19: Impresiones a escala milimétrica en resina dental.

A partir de este punto solo se utiliza la resina dental sin curar, pues es la que mejor cumple
con los requerimientos.

Para obtener el coeficiente de Poisson real de las estructuras impresas, es necesario analizar
su deformacion al realizar un ensayo de traccion. Para esto es necesario imprimir piezas de
mayor dimension, pero cuya celda unitaria siga siendo de 200 micras. La dificultad en este
punto esta en lograr retirar las estructuras de la base sin romperlas, por lo que los soportes se
vuelven de gran relevancia.
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Dado que las estructuras son extremadamente delicadas, los soportes deben tener un punto
de contacto del menor tamafio posible. En la resina dental, esto corresponde a soportes con
un punto de contacto de 0,1 [mm].

La Figura 6.20 corresponden a distintas cantidades y ubicacion de los soportes en una misma
estructura. Los puntos amarillos corresponden a los soportes.

Figura 6.20: Pruebas de cantidad de soportes.(a) minima cantidad de soportes que la impresora admite (b)
colocando soportes en cada una de las uniones (c) cantidad intermedia de soportes.

Se realizaron pruebas con la minima cantidad de soportes que la impresora admite, colocando
soportes en cada una de las uniones y una cantidad intermedia entre estas dos.

En el primer caso la pieza se suelta de la base y no se termina la impresion, en el segundo
caso la pieza se funde en algunos lugares con los soportes y resulta imposible retirarla sin
romperla completamente. Mientras que el Gltimo caso permite completar la impresion de la
pieza y retirarla de los soportes con un dafio menor, sin embargo, quedan en la impresion
algunas capas separadas como se ve en la Figura 6.21, por lo que es necesario agregar
soportes en estos puntos.

Figura 6.21: Impresion en resina dental en la que se observa separacion de capas.

Cabe destacar que la duracion de la impresion para una pieza de celdas a escala milimétrica
y con un tamario total de 30 [mm] x 60 [mm], es de aproximadamente 1 hora 'y 30 [min]. Esto
sin contar el tiempo necesario para retirar cada una de las estructuras de sus respectivos
soportes. Este experimento toma demasiado tiempo, sobre todo en comparacion a la

50



velocidad de impresion de la maquina DOPsL disefiada por Warner et al. en su experimento
“3D-printed biomaterials with regional auxetic properties”, con la cual una pieza demora al
rededor de 3 minutos en ser impresal®l.

6.2. Medicién del Coeficiente de Poisson

Para realizar los ensayos de traccion y poder medir el coeficiente de Poisson, se prueban
distintas formulas. Las primeras pruebas se realizan con estructuras de 8 [mm], pero son tan
pequerfias que las tenazas no logran sujetarlas.

Para resolver el problema de las tenazas, se imprime la misma estructura, pero con soportes
en los bordes, como se observa en la Figura 6.22, para sujetarlas con mayor facilidad, sin
embargo, al realizar el ensayo, la estructura se quiebra al instante en la unién entre los bordes
y las celdas.

Figura 6.22: Estructura con soportes para ensayo de traccién.

Con el fin de lograr realizar el ensayo, la siguiente prueba se realiza con una estructura de
aproximadamente 9 [cm] de ancho y 9 [cm] de largo, manteniendo el tamafio de la celda
unitaria.

Para el ensayo de traccion de la estructura de panal reentrante, la estructura tiene un largo
menor a 9 [cm] debido a que no fue posible retirarla completa de la base de impresion.

El ensayo es grabado y luego se analizan 4 puntos de la imagen, como se ve en la Figura
6.23, para observar la deformacion y, con esto, obtener el coeficiente de Poisson en funcion
de la deformacién del scaffold. Se realizan dos repeticiones con dos scaffolds diferentes, pero
con la misma estructura (dos réplicas de la estructura panal reentrante).

Se obtiene el grafico de la Figura 6.24, que muestra que el coeficiente de Poisson de esta
estructura es negativo, como se esperaba de su disefio, y que depende de la deformacion de
su costilla reentrante, la cual produce un efecto de resorte.
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En este grafico se puede observar que el coeficiente de Poisson mas negativo obtenido fue
de -0,57 a una deformacion de 6%. El valor promedio corresponde a -0,37. Mientras que el
valor promedio a una deformacion menor a 20% es de -0,45.

Figura 6.23: Estructuré [;anal reentrante. Izquierda: En reposo; Medio: Deformacidon de 16%; Derecha:
Deformacion de 30%.

Deformacioén v/s C. Poisson
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Figura 6.24: Grafico de deformacion v/s coeficiente de Poisson para la estructura panal reentrante.

Repitiendo el ensayo con una segunda estructura de panal reentrante, con una deformacion
maxima alcanzada de 36% observable en la Figura 6.25, se obtiene el grafico de la Figura
6.26. Nuevamente se observa un aumento del coeficiente de Poisson a medida que aumenta
la deformacion. El valor méas negativo obtenido corresponde a -0,73 a una deformacion de
2%. El valor promedio corresponde a -0,38. Mientras que el valor promedio a una
deformacion menor a 20% es de -0,56.
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Figura 6.25: Estructura panal reentrante. Izquierda: En reposo; Medio: Deformacion de 18%; Derecha:
Deformacion de 36%.

Deformacion v/s C. Poisson

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 40%

Coeficiente de Poisson

Porcentaje de Deformacion

Figura 6.26: Grafico de deformacion v/s coeficiente de Poisson para la estructura panal reentrante.

Dado que la auxeticidad de esta estructura se obtiene de la reacomodacion de las costillas,
llega a un punto en que se pierde esta propiedad. En general se comienza a perder la
auxeticidad al rededor del 20% de deformaciont®, lo que se observa en los graficos de las
Figura 6.24 y Figura 6.26, donde el coeficiente de Poisson se acerca a cero a medida que
aumenta la deformacion. Esto no s6lo ocurre porque la estructura deja de ser reentrante, sino
también porque existe deformacion plastica, la cual se vuelve prominente a mayores
deformaciones.

El valor menor para el segundo ensayo se puede explicar por falta de tension inicial al
comenzar el experimento y también por dafios en la estructura ensayada, pues la primera
estructura tenia una fractura, que se observa en la Figura 6.27, lo que pudo impedir que la
deformacion ocurriera de forma ideal.

53



e - apa
»-pa Ll —-“
P e e e e e T
T . R L L i T T T L L L Ly Ly
-t ~— e pa pa pa b (s e e G B B 8
- . :::——-—1:::‘:::--——— "
Tl “"""‘"':::---u;;u-;.--_::
ot it et Bt Bt Bt Bt Bt et et < e na pa Ba DS RETT L e B D B P e
L o T T % e e e e e e e b B e e
, A - papa = b pa pa o s D
e e A ba b b . b e B B Pl papApapaP AR IR AN
O e T T T ,....uu.::::::::::'.‘..-c—m_-:z.n»
Tl el el el "..'::::‘-:‘—4 % e bt e P pd P bl

Figura 6.27: Estado inicial de la primera y segunda estructura ensayada.

Para los ensayos de la estructura Kagome triangular, nuevamente se seleccionan 4 puntos y
se analiza su desplazamiento como se observa en la Figura 6.28. En este caso se realizan tres
repeticiones con tres scaffolds diferentes, pero con la misma estructura (tres réplicas de la
estructura Kagome triangular).

Se realiza el gréafico de la Figura 6.29, que muestra que, en efecto, el coeficiente de Poisson
de esta estructura es negativo gracias a su disefio. En el caso de las estructuras Kagome, el
efecto auxético se produce cuando los ligamentos se desenrollan (o enrollan), esto permite
gue se mantenga la propiedad a deformaciones un poco mas altas, superando el 25%.

En el grafico se puede observar que el valor mas negativo obtenido corresponde a -0,85 a una
deformacion de 3%. El valor promedio corresponde a -0,39. Mientras que el valor promedio

para deformaciones menores a 25% es de -0,43.
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Figura 6.28: Estructura Kagome triangular. Izquierda: En reposo; Medio: Deformacion de 16%; Derecha:

Deformacion de 32%.
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Figura 6.29: Gréfico de deformacion v/s coeficiente de Poisson para la primera estructura Kagome
triangular.

Repitiendo el ensayo con una segunda estructura Kagome triangular, alcanzando una
deformacion de 31%, como se observa en la Figura 6.30. Se obtiene el gréfico de la Figura
6.31, en el cual se puede observar que el valor mas negativo corresponde a -1,45 a una
deformacion de 2%. El valor promedio corresponde a -0,66. Mientras que el valor promedio
para deformaciones hasta 25% es de -0,71.

El valor obtenido para una deformacion de 2% esta demasiado alejado de los demas, lo que
hace pensar que es posiblemente debido a que la estructura no estaba bien tensada antes de
comenzar el ensayo, lo que implicaria que el minimo valor corresponda a -0,53. Logrando
que el valor promedio sea -0,6 y el promedio menor a 25% sea de -0,64.

2B

Figura 6.30: Estructura Kagome triangular. Izquierda:' En reposo; Medio: Deformacion de 15%; Derecha:
Deformacion de 31%.
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Figura 6.31: Gréfico de deformacion v/s coeficiente de Poisson para la segunda estructura Kagome
triangular.

Repitiendo el ensayo con la tercera estructura Kagome triangular, se alcanza una deformacion
méaxima de 24% observable en la Figura 6.32. Se obtiene el grafico de la Figura 6.33, donde
se observa un valor minimo de -0,47 a una deformacion de 8%. El valor promedio

corresponde a -0,41. f”':’"ﬂ ?.&“F‘
% »?ﬁ*é
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Figura 6.32: Estructura Kagome triangular. Izquierda: En reposo; Medio: Deformacion de 12%; Derecha:
Deformacion de 24%.
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Figura 6.33: Grafico de deformacion v/s coeficiente de Poisson para la segunda estructura Kagome
triangular.
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En la Figura 6.34 se entrega un grafico resumen con todos los coeficientes de Poisson tedricos
obtenidos para las estructuras.

Deformacion v/s C. Poisson
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Figura 6.34: Gréfico resumen de deformacion v/s coeficiente de Poisson para las estructuras estudiadas.

En este grafico es facil observar que, como era de esperarse, el coeficiente de Poisson se
acerca a cero a mayores deformaciones. Esto ocurre pues, una vez superado el rango de
deformacion auxético, la propiedad estructural que otorga esa propiedad (angulo reentrante
en el caso del panal y ligamentos enrollados en caso de Kagome) se pierde, por lo que la
deformacion plastica comienza a dominar el estiramiento.

En la Tabla 6.1 se resumen los coeficientes de Poisson experimentales promedio obtenidos
para cada una de las estructuras estudiadas.

Tabla 6.1: Resumen de resultados del Coeficiente de Poisson en los ensayos de traccion.

Estructura Minimo | Promedio | Promedio Rango Auxético
Kagome 1 -0.85 -0.39 -0.43
Kagome 2 -0.53 -0.6 -0.64
Kagome 3 -0.47 -0.41 -0.41
Panal Reentrante 1| -0.57 -0.37 -0.45
Panal Reentrante 2| -0.73 -0.38 -0.56

Las grandes variaciones entre los ensayos de las estructuras Kagome se deben probablemente
a errores en las mediciones. En la Figura 6.35 se observa el estado inicial de los ensayos. La
estructura del primer ensayo tiene diversas fracturas que, al igual que el ensayo del panal
reentrante, evitan que la estructura se desenrolle como debe y por ende limitan su auxeticidad.

El segundo ensayo posee menor cantidad de fracturas, y las celdas logran desenrollarse de
mejor manera, demostrando un mayor comportamiento auxético que los demas. Es probable
que la pieza no haya estado correctamente tensada al comienzo del ensayo.
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El tercer ensayo fue realizado a una velocidad mayor que los demas, y es posible observar
deformacion pléstica desde el inicio. Disminuyendo el efecto auxético de la estructura.
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Figura 6.35: Estado inicial de las estrcturas ensayadas.
Los valores del coeficiente de Poisson obtenidos para las estructuras Kagome se acercan a
los esperados segun los experimentos previos y el valor tedrico. Sin embargo, los valores del
coeficiente de Poisson de ambas estructuras de panal reentrante son bastante menos negativos
del valor teérico esperado de -1,4. Esto se puede explicar por las fracturas en la estructura
que disminuyen el comportamiento auxético, ademas de la deformacion plastica que ocurre
al elongar la estructura, precisamente porque la deformacion auxética no se produce de
manera homogénea.

6.3. Proliferaciéon Celular
6.3.1. Esterilizacion:

Para asegurar la resistencia de las estructuras al etanol que seria utilizado en su esterilizacion,
se comienzan las pruebas sumergiendo 5 réplicas de la estructura Kagome triangular en 10
[mL] de etanol al 70% cada una. Estas se dejan por 1 [min], 30 [min], 2 [horas], 6 [horas] y
[overnight], respectivamente. Una vez cumplido el tiempo correspondiente, se desecha el
etanol y la estructura se lava con 10 [mL] de PBS. Se repite el lavado.
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Todas las estructuras resisten el etanol, sin embargo, a partir de los 30 [min] las estructuras
comienzan a absorberlo, generando que la estructura se desenrolle levemente como se puede
observar en la Figura 6.36.

\V

Figura 6.36: Estructura Kagome sumergida en etanol por 1 [min](a la izquierda) v/s [overnight] (a la
derecha).

6.3.2. Adhesion:

Para estudiar si el material tiene adhesion celular o es necesario realizar un tratamiento, se
imprimen piezas lisas de 12x12 [mm], cuyo disefio se observa en la Figura 6.37, Estas fueron
esterilizadas con etanol al 70%, y luego se realiz6 un cultivo de células mesenquimales
humanas de corddn umbilical en su superficie, utilizando una placa 24 well.

Figura 6.37: Disefio de las piezas lisas utilizadas en estudio de adherencia celular. El cuadrado es de lados
de 12 [mm] vy el espesor es de 0,5 [mm].

Se realizan 3 repeticiones de cada experimento correspondientes a: control (solo las células),
cultivo por 4 horas, cultivo por 6 horas y un cultivo por dos dias, sobre piezas lisas. No fue
posible observar adhesién en estas piezas, por lo que el experimento se repitié con la
estructura Kagome triangular, de aproximadamente 14x16 [mm], como se observa en la
Figura 6.38, donde se espera que la porosidad de la estructura favorezca la adhesion, y la
posterior visualizacién de las células. No se intenta repetir el experimento con la pieza lisa
debido a que el objetivo es comprobar la factibilidad del cultivo en las diversas estructuras.
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Figura 6.38: Disefio de las estructuras Kagome triangular utilizadas en estudio de adherencia celular. Su
tamafio es de aproximadamente 14x16 [mm] y su espesor es de 0,5 [mm].

Dada la opacidad del material, en el experimento con la estructura Kagome se agrega también
un método de tincion con colorante Hoechst para poder observar las células, sin embargo, la
pieza absorbe el colorante o reacciona con el mismo, y no se logra diferenciar de las células.
Esto se muestra en la Figura 6.39.

Figura 6.39: Células con tincién Hoechst en control sin estructura (a la izquierda) v/s pocillo con estructura
(a la derecha).

Luego de 2 dias, se puede observar gque las células que se encontraban en los pocillos con la
lamina de resina con estructura Kagome han muerto, como se puede observar en la Figura
6.40. En la figura de la izquierda se observa como las células vivas, en el pocillo de control,
se han adherido a la base de este y han adoptado una forma alargada. Mientras que en la
figura de la derecha es posible decir que las células han muerto pues poseen una forma
circular, y se encuentran flotando en lugar de adherirse al pocillo. Este resultado demuestra
que es necesario realizar un tratamiento previo para la adhesion de las células a los scaffolds.

Algunos tratamientos posibles consisten en recubrimiento con gelatinal**! o revestimiento de
fibronectina junto a antibiGticos“l,

Se repite el experimento del cultivo sobre una estructura Kagome, pero esta vez la estructura
se somete a un recubrimiento de gelatina y plasma, previo a la realizacion del cultivo. No fue
posible obtener los resultados de este experimento, debido a una falla en el microscopio.
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También se intentd realizar un ensayo celular live and dead, pero tampoco fue posible obtener
los resultados de este debido a la falta de disponibilidad de los equipos necesarios.

Otra causa posible de la muerte celular es que las células fueran afectadas por resina residual
liberada de la estructura al no estar curadas. Dado que curar la estructura no es una opcion
para esta resina debido a la excesiva fragilidad que se generaria, se debe buscar otra manera
de eliminar la resina residual de la estructura, antes de realizar el cultivo. Una opcion es
sumergir la estructura en cloroformo, previo a realizar la esterilizacién de esta.

Figura 6.40: A la izquierda células en pocillo de control (sin estructura) v/s a la derecha pocillo con
estructura en el cual se observan células muertas a su alrededor.

7. Conclusiones

Se lograron disefiar e imprimir scaffolds auxéticos, a escala de centimetros, con tres
estructuras diferentes: panal reentrante, Kagome triangular y semi-rigida cuadrada,
utilizando las resinas estandar, flexible, dental SG y elastica.

Se realizaron pruebas de impresion a escala submilimétrica donde solo las resinas estandar y
dental SG tienen la resolucion necesaria para imprimir en la escala deseada. Se concluye que
la resina que mas se adapta al proyecto corresponde a la resina dental SG sin curar pues,
ademas de ser capaz de alcanzar la resolucion necesaria, es una resina biocompatible una vez
curada.

Se debid descartar la estructura semi-rigida cuadrada debido a que la rigidez de la resina
dental, junto a los pequefios puntos de contacto que sostienen la estructura, provocaron que
no fuera factible su fabricacion a escala milimétrica.

A escala submilimétrica y con resina dental, se realizaron impresiones de diverso tamafio de
capas, ademas de diversas pruebas de cantidad y ubicacién de soportes, obteniendo los
mejores resultados cuando las capas de impresion son de 50 micras y aplicando la mayor
cantidad posible de soportes, cuidando que estos no se fusionen entre si (esto se observa al
generar los soportes en el programa PreForm).

La estructura mas auxeética corresponde a Kagome triangular, alcanzando un coeficiente de
Poisson promedio de —0,64, mientras que la estructura de panal reentrante alcanza un
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coeficiente de Poisson promedio de -0,56. Sin embargo, la estructura Kagome presenta una
mayor dispersion en sus valores, la cual es probablemente provocada por errores en el
comienzo del experimento (fracturas en las piezas o falta de tension inicial).

No fue posible estudiar la estructura hexagonal no auxética, pues su fragilidad a la escala
necesaria impidio que se lograra retirar sus soportes sin destruir la estructura.

Se realizd un cultivo celular sobre piezas lisas y con estructura Kagome, impresas en resina
dental sin curar. Las pruebas en la pieza lisa se realizaron para comprobar la capacidad de
adhesion de las células al material, pero su opacidad no permitio observar resultados por que
las siguientes pruebas se realizaron con estructura Kagome, previamente esterilizadas, y
luego se realizaron diversos analisis para determinar la proliferacion celular sobre estas. Las
piezas sin tratamiento previo para facilitar la adhesion y eliminar cualquier posible residuo
de resina, no permiten el cultivo celular pues la resina sin curar sigue siendo dafina para la
célula y por ende evita su proliferacion. Se descarta la resina dental, sin curar y sin
tratamientos, para fabricar scaffolds.

Basado en resultados de otros experimentos, seria interesante repetir el cultivo posterior a un
tratamiento con cloroformo para eliminar cualquier residuo de resina. Realizando también un
pretratamiento de adhesion con gelatina y plasma.
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Anexos

Anexo A

Coeficiente de Poisson tedrico de la estructura panal reentrante

Figura A.1: Diagrama de estructura de panal reentrante.

Donde:

h = 1.203 [um]
[ =895 [um]

0 =619°

Anexo B

sin%6

[

(ﬁ — cos 0) cos 6@

(A1)

Tabla B.1: Funciones de la Matriz Extracelular en tejidos nativos y de scaffolds en tejidos de ingenierial®l,

Funciones de la MEC en tejido nativo

Funciones anélogas de scaffolds
en tejidos de ingenieria

Caracteristicas arquitectdnicas, biolégicas y
mecénicas de los scaffolds

Proporciona soporte estructural
para que las células residan.

Proporciona soporte estructural
para que las células aplicadas se
adhieran, crezcan, migren y se
diferencien in vitro e in vivo.

Biomateriales con sitios de unién para células.
Estructura porosa con interconectividad para la
migracion celular y la difusion de nutrientes.
Resistencia temporal a la biodegradacidn tras la
implantacion.

Contribuye a las propiedades
2. | mecanicas de los tejidos.

Proporciona la formay la
estabilidad mecénica al defecto
del tejido y da rigidez a los
tejidos disefiados.

Biomateriales con suficientes propiedades
mecanicas llenan el espacio vacio del defecto y
simulan el del tejido nativo.

Proporciona sefiales bioactivas
3. | para que las células respondan a su
microambiente.

Interactda con las células de
forma activa para facilitar
actividades como la proliferacion
y diferenciacién.

Sefales bioldgicas tales como sitios de union
celular.

Sefales fisicas como la topografia de la
superficie.
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Actla como reservorio de factores
de crecimiento y potencia sus
acciones.

Sirve como vehiculo de reparto y
deposito de factores estimulantes
del crecimiento aplicados de
forma exdgena.

Microestructuras y otros factores de la matriz que
retienen agentes bioactivos en el andamio.

Proporciona un entorno fisico
flexible para permitir la
remodelacion en respuesta a los
procesos dinamicos de los tejidos,
como la cicatrizacion de heridas.

Proporciona un volumen vacio
para la vascularizacion y la
formacion de nuevos tejidos
durante la remodelacion.

Microestructuras porosas para permitir la difusion
de nutrientes y metabolitos.

Disefio matricial con mecanismos y tasas de
degradacion controlables.

Biomateriales y sus productos degradados con
compatibilidad tisular aceptable.
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