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Resumen

La ingenieria de tejidos constituye actualmente una de las areas de investigacién multi e
interdisciplinaria mas atractivas. El tratamiento de diversas lesiones mediante la reparacién o re-
generacién de tejidos funcionales y érganos ofrece una alternativa a la cirugfa reconstructiva y al
transplante de 6rganos. Entre otros componentes fundamentales, la ingenieria de tejidos requiere
biomateriales especificos, tales como andamiajes o matrices extracelulares artificiales altamente
porosas, con capacidad para estimular las funciones celulares de adhesién, migracién, crecimiento,
diferenciacién y organizacién de tejidos. Los factores que gobiernan las propiedades de las matri-
ces son complejos e incluyen la composicién quimica, arquitectura espacial, propiedades mecénicas
y superficiales, degradacién y composicién de los componentes biolégicos y el cambio de estos fac-
tores con el tiempo. Las matrices deben proporcionar inicialmente propiedades mecanicas adecua-
das para sustituir la funcién mecanica del tejido dafiado. Ademas, la arquitectura de la matriz tie-
ne que permitir la fijacién celular y posterior migracién dentro de la matriz, transferencia de masa
de metabolitos y suficiente espacio para la vascularizacién y remodelacién de la matriz de tejido
organizado. En este trabajo se presentan las claves principales del disefio y preparacién de matri-
ces poliméricas, las Gltimas estrategias desarrolladas y los nuevos desafios que se plantean en este
campo. Asimismo se describen y analizan diversos aspectos relacionados con los biomateriales
poliméricos y las técnicas de procesamiento de matrices, enfocando el tema desde la visién de la
ciencia e ingenieria de biomateriales.

Palabras clave: Andamiajes porosos, Matrices poliméricas, Procesamiento, Ingenieria de tejidos.

Abstract

Design and preparation of porous polymer scaffolds for biological tissue
engineering. Nowadays, tissue engineering is one of the most attractive interdisciplinary and
multidisciplinary research fields. The treatment of several lesions by repairing or regenerating
functional tissues and organs offers an alternative for reconstructive surgery and organ
transplantation. Among other main components, tissue engineering requires of specific biomaterials,
such as highly-porous artificial extracellular matrices or scaffolds, with the ability to stimulate the
cellular functions of adhesion, migration, growth, differentiation and tissue organization. The factors
governing scaffold properties are complex and include chemical composition, architecture,
mechanical and surface properties, degradation and composition of the biological components, and
the changes in these factors with time. Scaffolds must provide sufficient initial mechanical properties
to substitute the mechanical function of the diseased or damaged tissue. Moreover, the scaffold
architecture has to allow cell attachment and subsequent migration into the matrix, mass transfer
of metabolites, and sufficient space for development of a vascular network and remodelling of
organized tissue matrix. In this work, the main key elements about the design and preparation of
polymeric scaffolds, the latest developed strategies, and the new challenges in this field, are
presented. Several aspects related to polymeric biomaterials and polymer-scaffold processing
techniques are also described and analyzed, focussing the discussion from the biomaterials science
and engineering point of view.
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Aproximaciones terapéuticas actuales
para el reemplazo de tejidos u 6rganos

Cada ano se realizan millones de proce-
dimientos quiriirgicos que requieren el uso de
tejidos u o6rganos sustitutos para reparar o reem-
plazar a los que sufren alguna patologia o estan
danados. Entre las aproximaciones convenciona-
les se encuentran el autoinjerto, aloinjerto,
xenoinjerto y el empleo de biomateriales o dispo-
sitivos biomédicos [18].

El autoinjerto (autografiing) involucra la
extraccion de tejido sano (biopsia) para trans-
plantarlo en otra parte del mismo paciente
(autoplastia). La utilizacién de tejidos autélogos
conduce a los mejores resultados clinicos, evitan-
do el rechazo inmunolégico y el deterioro que
producen los efectos laterales de la medicacion
inmunosupresiva. El bypass coronario y la esta-
bilizacién de columna vertebral mediante fusién
vertebral con hueso de cresta iliaca representan
dos ejemplos tipicos de reconstruccién quirdrgi-
ca. Sin embargo, los tejidos de reemplazo no cum-
plen todas las funciones del tejido original y exis-
ten otros problemas asociados tales como compli-
caciones a largo plazo, costos adicionales, infec-
cién y dolor post-operatorio.

El procedimiento de extraccién de tejidos
u 6rganos de un donante fallecido o vivo para su
transplante a un paciente se denomina aloinjerto
(allografting). El transplante de 6rganos o partes
de drganos permite el tratamiento de enfermeda-
des terminales de corazén, rifién, higado, pulmén
y pancreas. Aunque la tecnologia de transplantes
ha mejorado notablemente en las Gltimas décadas
con el desarrollo de drogas anti-rechazo, el pro-
blema principal reside en la escasa disponibilidad
de donantes.

Una tercera aproximacién involucra el
implante de tejidos de otras especies (xenoinjerto
o xenografting) convenientemente tratados para
reducir las reacciones de antigeneicidad, eventos
de trombosis, calcificacién, etc. Ejemplos son la
utilizacién de pericardio bovino como valvula car-
dfaca, y la piel porcina liofilizada para la cober-
tura temporal de quemaduras hasta que sea po-
sible la realizacién del autoinjerto.

La ciencia e ingenierfa de biomateriales
ha permitido el desarrollo de materiales y dispo-
sitivos biomédicos para reemplazar, aumentar o
extender diversas funciones realizadas por los sis-
temas biolégicos [11, 18, 38, 39, 49]. Los ejemplos
son numerosos y van desde dispositives de asis-
tencia cardiaca hasta prétesis de cadera o implan-
tes mamarios. Sin embargo, los materiales em-
pleados en estas terapias estdn sujetos a fatiga,

desgaste, fractura, corrosién, degradacion, y no se

remodelan con el tiempo, fenémenos que llevan

a una duracién limitada del material. Asimismo,
existe el riesgo de infeccién, toxicidad, inflama-
cion e irritacién crénica. Por ltimo, los disposi-
tivos actuales carecen de un comportamiento fi-
siolégico como tejidos u érganos y algunos pue-
den emplearse solamente en terapias temporarias
como puente hasta el transplante.

Breve introduccion a la ingenieria
de tejidos

La ingenieria de tejidos (¢issue engineer-
ing) ha surgido en la ultima década del siglo pa-
sado como una aproximacién alternativa para
sobrellevar las limitaciones de las terapias tradi-
cionales para la regeneracién tisular [23]. Si bien
la ciencia e ingenieria de biomateriales ha intro-
ducido notables mejoras en el campo de la medi-
cina de sustitucién y enormes beneficios para los
pacientes, la recuperacién funcional resulta in-
completa y cada sistema lleva asociada una vida
atil limitada. Esta limitacién produce uno de los
principales problemas mundiales en el sistema de
salud. La expectativa de vida se ha cuadruplicado
en los Ultimos tres siglos y como consecuencia
han surgido numerosos incidentes que las tera-
pias actuales no pueden resolver. El problema de
la falla de 6rganos o el reemplazo de tejidos tien-
de a agravarse anualmente debido a la falta de
disponibilidad de los mismos y a la dificultad del
control de los fenémenos de rechazo. En este con-
texto resulta necesario generar conocimiento ba-
sico y aplicado y desarrollar tecnologias y
metodologias para sobrellevar la demanda cada
vez mas imperiosa de tejidos biolégicos tales como
huesos, cartilagos, articulaciones, nervios, piel,
ligamentos, tendones, cérneas, 6rganos bioarti-
ficiales (higado, pancreas), etc. Los importantes
avances en el campo de la biologia molecular so-
bre el conocimiento de los mecanismos de rege-
neracién y los nuevos logros de la biotecnologia
para el cultivo de tejidos a gran escala y la pro-
duccién de factores de crecimiento constituyen
hoy en dia la fuerza impulsora para la promocién
y desarrollo de la ingenieria de tejidos como un
campo multi e interdisciplinario [20, 24, 28, 34].
En este sentido, la ingenieria de tejidos se define
como la aplicacién de principios y métodos de la
ingenieria y las ciencias de la vida para el desa-
rrollo de sustitutos biolégicos que reemplacen,
regeneren, restauren o mejoren a diversos tejidos
funcionales. Los conceptos de ingenieria de teji-
dos y medicina regenerativa aparecen numerosas
veces en la literatura como sinénimos, compar-
tiendo alcances y objetivos. Sin embargo, recien-
temente se ha propuesto una definicién de medi-
cina regenerativa con objetivos propios y clara-
mente determinados, en donde la ingenieria de
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tejidos se enmarca como uno de sus principales
componentes, junto con la ciencia de materiales,
la biologia molecular y de células madre, y la
genética [10].

Las estrategias de la ingenieria de teji-
dos generalmente se dividen en dos categorias [5]:
el uso de matrices acelulares, que dependen de la
habilidad natural del cuerpo para regenerar el
nuevo tejido (Figura 1a), y el uso de matrices con
células (Figura 1b). Las matrices acelulares pue-
den prepararse empleando andamiajes artificiales
o mediante la remocién de componentes celula-
res de tejidos para producir matrices ricas en
colageno. Las células también pueden emplearse
con fines terapéuticos y el tejido autélogo es la
principal fuente celular y la preferida, aunque en
algunos casos se recurre a tejido alogénico o
heterélogo. Existen también nuevas tecnologias
entre las que se incluyen células madre (de ori-
gen embrionario humano, fetal o adulto) [13], la
terapia de genes, la clonacién terapéutica y la
extraccién de tejidos y érganos de animales
transgénicos [27]. Sin embargo, la clonacién te-
rapéutica y la terapia génica involucran diversos
aspectos técnicos, econémicos, politicos, religiosos
y éticos que estédn en discusién y que deben re-
solverse antes de estar disponibles como metodo-
logias maduras para aplicaciones clinicas.

Para el uso de matrices con células se re-
quiere: i) la apropiada seleccién, aislamiento y cul-
tivo de las células primarias (induciendo su diferen-
ciacién en fenotipos especificos); ii) la expansién
mediante cultivo celular (condiciones estéticas, cul-
tivo en biorreactores especificamente disefiados, o
sin cultivo previo e implante directo por inyeccién
de células con o sin un portador inyectable, como
por ejemplo un hidrogel); iii) el disefio de una ma-
triz soporte adecuada para la fijacién de las células,
incluyendo la seleccién de los materiales apropia-
dos y las metodologias de procesamiento; iv) el uso
de modelos animales adecuados que permitan pro-
bar in vivo, luego de los anélisis in vitro y antes de
los ensayos clinicos, la eficacia de las diferentes
aproximaciones seguidas minimizando los ensayos
con animales [15].

En el medio biolégico, las células reciben
constantemente estimulos mecénicos, eléctricos,
quimicos y estructurales que modulan el compor-
tamiento celular para crecer y formar tejidos fun-
cionales u 6rganos. Si estas sefiales externas no
se reciben o no se procesan adecuadamente, las
células no se diferencian, se desorganizan y even-
tualmente mueren. En la mayoria de los tipos
celulares encontrados en los mamiferos la adhe-
sién celular a un sustrato es fundamental para su
supervivencia. El estimulo estructural involucra
la interaccién de las células con su matriz

extracelular. Esta comunicacién resulta esencial
para la actividad celular normal e impacta direc-
ta e indirectamente en la funcién y forma celu-
lar. Los estimulos estdn mediados por factores de
crecimiento, moléculas protéicas que cumplen
una accién regulatoria especifica en el crecimien-
to, desarrollo y mantenimiento de los tejidos.

El uso de células aisladas o la liberacién
controlada de factores de crecimiento y diferen-
ciacién estén limitados solamente al tratamiento
de defectos muy pequerios y bien contenidos, por
lo que no son apropiados para la regeneracién de
tejidos con la escala de tamafios préacticos y for-
ma predeterminada. El empleo de biomateriales
Jjuega un rol temporario pero crucial en el disefio
ingenieril de tejidos u érganos y, desde los lti-
mos anos, se perfila como una estrategia activa
que muestra constantes avances en los campos de
sintesis, caracterizacién, propiedades, procesa-
miento y aplicaciones.

Los biomateriales en ingenieria de tejidos

El principal rol de los biomateriales (ma-
trices, sustratos, andamiajes o scaffolds) en inge-
nieria de tejidos consiste en replicar las funcio-
nes biolégicas y mecénicas de la matriz extrace-
lular nativa encontrada en el organismo humano,
sirviendo como matriz extracelular artificial. En
esta aplicacién los biomateriales cumplen una
serie de funciones importantes: i) proporcionan
un espacio tridimensional y una superficie ade-
cuada para la adhesién, proliferacién, migracién
y diferenciacién celular, funciones celulares que
permiten estructurar espacialmente poblaciones
de células de tejidos concretos; ii) favorecen la
liberacién de factores bioactivos en los lugares
deseados, tales como péptidos para adhesién ce-
lular, factores de crecimiento, y otros que parti-
cipan en la regulacién de la funcién celular; iii)
proporcionan un soporte mecénico temporario
contra las fuerzas a las que est4 sometido in vivo,
manteniendo la integridad de la estructura
tridimensional predefinida durante el desarrollo
del tejido y degradando sin impedir el crecimien-
to del tejido. La Tabla I muestra las funciones que
cumplen los biomateriales en la regeneracién de
tejidos y organos.

La seleccién de un material apropiado es
la primera y -critica consideracién a realizar en
ingenieria de tejidos. Dado que la biocompati-
bilidad es un requisito esencial, el material no
debe provocar potencialmente ninguna respues-
ta biolégica no deseada en células o tejidos detec-
tada inmunolégica o clinicamente y debe poseer
una calidad quimica superficial que promueva la
fijacién y funcién celular. Asimismo, los produc-
tos de degradacién deben ser no téxicos y elimi-
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Fig. 1. Aplicaciones de los polimeros biorreabsorbibles como matrices
porosas tridimensionales en ingenieria de tejidos
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nados del organismo una vez que se ha regenerado
el tejido buscado. Entre los materiales que retinen
estas caracteristicas bésicas y que pueden emplearse
potencialmente en ingenieria de tejidos se incluyen
polimeros naturales, sintéticos o semisintéticos, al-
gunos ceramicos y materiales compuestos polimero/
ceramico (Tabla II). La necesidad de biodegrada-
bilidad y naturaleza fragil excluye el uso de meta-
les y la mayorfa de los cerdmicos, que ademés po-
seen una procesabilidad muy limitada.

Los términos biodegradable, biorreabsor-
bible, bioerosionable y bioabsorbible, se emplean
muchas veces en forma poco rigurosa y confusa.
En numerosos trabajos publicados en la literatu-
ra se utiliza el término “biodegradable” de mane-
ra indistinta y general. Por ese motivo resulta
importante efectuar una definicién de térmi-
nos [47]:

- Biodegradable (biodegradable): mate-
rial polimérico sélido o dispositivo que se descom-
pone debido a degradacién macromolecular con
dispersién in vivo pero sin eliminacién del cuer-
po (esta definicién excluye la degradacién ambien-
tal, por hongos o bacterias). El sistema polimérico
puede ser atacado por elementos biolégicos de tal
manera que la integridad del sistema se afecta
generando fragmentos o subproductos de degra-
dacién. Estos fragmentos pueden moverse fuera
del sitio de accién pero no necesariamente elimi-
narse del cuerpo.

- Biorreabsorbible (bioresorbable): ma-
terial que experimenta una degradacién en masa
y ademads se reabsorbe in vivo mediante elimina-
cién por rutas metabélicas: filtracién de subpro-
ductos de degradacién o después de la metabo-
lizacién. La biorreabsorcién implica la elimina-

Tabla I. Funcién de los biomateriales en ingenieria de tejidos

Rol del biomaterial

Funcién

Matriz extracelular artificial

(andamiaje poroso)

Espaciador

Barrera
Regulador de patrén
Depésito

Suministro de nutrientes

Inmuno-aislador

Proporciona el ambiente necesario para que ocurra
una apropiada regulacién del comportamiento ce-
lular (adhesién, proliferacién, migracién y diferen-
ciacién)

Mantenimiento del espacio para la regeneracién de
tejidos y soporte mecanico temporario

Prevencion de la infiltracién de tejido fibroso
Guia de los tejidos regenerados

Liberacién sostenida de factores de crecimiento y
otros principios bioactivos

Suministro de nutrientes y oxigeno a las células
Supresién del ataque inmune del huésped

Tabla II. Tipos de biomateriales empleados en ingenieria de tejidos

Biomateriales

Ejemplos

Polimeros naturales

Polimeros sintéticos

Bioceramicos

Coléageno, glicosaminoglicanos, gelatina, acido
hialurénico, quitina, quitosano, alginato

Poli (a-hidroxiacidos): poli(acido glicélico) PGA, poli(acido
lactico) PLA, PLLA, PDLLA, y sus copolimeros PLGA

Otras polilactonas: poli(e-caprolactona) PCL, poli(8-
valerolactona) PVL, Polidioxanona (PDO)

Poli(B-hidroxiacidos): PHB, PHV y copolimeros

PHBYV, Policarbonatos (PTMC), polianhidridos

Poliortoésteres, polifosfoésteres, polifosfacenos

Poli(éster uretanos), poli(ésteruretano ureas)

Hidrogeles: poli(éxido de etileno) (PEG o PEO), polivinil al-
cohol (PVA), poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA),
poliacrilamidas, copolimeros en bloque de éxido de etileno
con 6xido de propileno (Pluronics) o PEO-PLA

Fosfato tricalcico (a- o B-TCP), fosfato tetracalcico (TTCP),
fosfato octacalcico (OCP), hidroxiapatita no sinterizada

seda,
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cién total del material extrafno inicial y de los
subproductos de degradacién (compuestos de bajo
peso molecular) sin efectos laterales residuales.

- Bioerosionable (bioerodible): material
que se degrada en superficie y ademas se reab-
sorbe in vivo. La bioerosién también implica eli-
minacién total del material.

- Bioabsorbible (bioabsorbable): mate-
rial que puede disolverse lentamente en los flui-
dos corporales sin ninguna escisién de la cadena
polimérica o disminucién del peso molecular. Un
polimero bioabsorbible puede ser biorreabsorbible
si las macromoléculas dispersadas se eliminan
completamente.

Las macromoléculas naturales, como por
ejemplo proteinas o polisacaridos, poseen la po-
tencial ventaja del reconocimiento biolégico y
pueden simular més apropiadamente el medio
celular nativo. Sin embargo, en el proceso de ais-
lamiento de los biopolimeros de los tejidos biolégi-
cos se produce una alta variabilidad entre lotes,
problema que constituye la principal limitacién
para su aplicacién de manera mas extensiva. Los
soportes preparados a partir de polimeros natura-
les tales como coldgeno y quitina poseen pobres
propiedades mecénicas para determinadas aplica-
ciones, no pueden fundirse facilmente y requieren
disolventes especiales para su procesamiento.

Los polimeros sintéticos pueden produ-
cirse de manera reproducible a gran escala y con
propiedades controladas (Tabla III). Los poli
(a-hidroxiésteres) y copoliésteres de los acidos
lactico y glicdlico, presentan algunas ventajas e
interesantes propiedades. Poli(dcido glicélico)
(PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(e-capro-
lactona) (PCL), polidioxanona (PDO), y los copo-
limeros de éstos se encuentran entre los pocos
polimeros sintéticos biorreabsorbibles que poseen
aprobacién en EEUU (Food and Drug Admi-
nistration, FDA). Los PLA son los biomateriales
sintéticos mas usados. En el caso de copolimeros,
la relacién de mondémeros permite obtener un
amplio espectro de propiedades fisicas y tiempos
de degradacién. La PCL es un poliéster lineal
alifatico biocompatible que posee un extenso
tiempo de degradacién, del orden de dos afios,
propiedad atractiva para aplicaciones de largo
plazo y liberacién controlada de farmacos. Los
copolimeros de e-caprolactona con &cido lactico,
dioxanona, trimetilencarbonato (TMC) y otros
mondémeros presentan mayor velocidad de
biorreabsorcién.

Estos materiales también poseen algu-
nas limitaciones. La liberacién masiva in vivo de
subproductos de degradacién y reabsorcién acidos
puede inducir reacciones inflamatorias. Si la ca-
pacidad del tejido circundante para eliminar los

subproductos es baja, debido a una actividad
metabdlica baja o a una vascularizaciéon pobre, la
composicién quimica de estos subproductos pue-
de producir una alteracién local temporaria. Un
ejemplo es el aumento de pH o de presién osmé-
tica, observados en los implantes de PGA aplica-
dos en cirugia ortopédica. En general los poliés-
teres poseen una rigidez relativamente alta, muy
conveniente para aplicaciones que deben sopor-
tar cargas, pero una dificultad cuando se desea su
aplicacion en tejidos blandos o vasos sanguineos.
Ademaés, ninguno de los poliésteres tradicionales
posee una cadena pendiente quimicamente reacti-
va para la fijacion de farmacos, agentes de entre-
cruzamiento y grupos biolégicamente activos. En
consecuencia, los poli(a-hidroxiésteres), polimeros
simples que fundaron las bases de la ingenieria
de tejidos y se consideran materiales modelo, no
satisfacen completamente las condiciones éptimas
para su uso como soportes poliméricos de células.
El comportamiento conservador de la comunidad
cientifica ha creado dificultades para el desarro-
llo de nuevos materiales con mejores propiedades
y especificamente disefiados para aplicaciones en
ingenieria de tejidos [15].

El empleo de poliésteres en la formula-
cién de poli(ésteruretanos) y poli(ésteruretano
ureas) proporciona biorreabsorbabilidad y al mis-
mo tiempo propiedades mecénicas adecuadas para
tejidos blandos (alta elasticidad, ductilidad y te-
nacidad). Los esfuerzos recientes se han centra-
do en el desarrollo de poliuretanos empleando
diisocianatos alifdticos no téxicos y nuevos
extendedores de cadena, algunos de ellos deriva-
dos de aminoécidos [2, 9, 31]. Otros polimeros
sintéticos tales como polipropilenfumarato (PPF)
[14], policarbonatos y poliarilatos derivados de
tirosina [22], polipéptidos basados en PLA, poli(L-
4cido lactico-co-L-acido aspértico) y derivados de
poli(etilenglicol) (PEG) y &cido lactico, con grupos
funcionales laterales, se han propuesto como nue-
vos biomateriales para ingenieria de tejidos. Estos
materiales estan por recibir la aprobacién de la
FDA y pronto aparecerén en el mercado [51].

Los avances en la ingenieria de materia-
les poliméricos ofrecen nuevas oportunidades
para cirugias minimamente invasivas, que dismi-
nuyen el trauma ocasionado al paciente median-
te cirugia artroscépica y el tiempo de recupera-
cién. Actualmente existe un gran interés en el
desarrollo de biomateriales biorreabsorbibles
inyectables polimerizables in situ (Figura 1d).
Este método permite rellenar cavidades defectuo-
sas irregulares y de dificil acceso, inyectando
oligémeros funcionalizados en el sitio del defecto
a través de una pequeina incisién. Posteriormen-
te la polimerizacién permite encapsular célulasy
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Tabla III. Propiedades de algunos polimeros sintéticos biorreabsorbibles

Polimero Estructura Tg* Tm® E° ad g Degr.f
(°C) (°C) (GPa) (MPa) (%) (meses)
PGA -0-CH,-CO- 35-40 225 7,0 75 ~0 6-12
PLLA -O-CH(CH,)-CO- 60-65 180 2,7 45 3 18-24
PDLLA -O-CH(CH,)-CO- 55-60 - 1,9 s.d. s.d. 12-16
PLGA Copolimero PLLA y PGA 45-55 - 1,4-2,8 41-55 3-10  ajustable
PCL -0-(CH,),-CO- -60 60 0,4 22 >500 >24
PDO -0-(CH,),-0-CH,-CO- -14 110 1,5 36 s.d. 4-6
PTMC -0-(CH,),-CO- -15 52 0,003 0,5 160 4-8
PHB -0-CH(CH,)-CH,-CO- 5 175 2,3 26 3 s.d.

a) Temperatura de transicién vitrea, b) Temperatura de fusién; ¢) Médulo de Young; d) Resistencia a la rotura en
traccién; e) Deformacién a la rotura en traccién. f) Tiempo de degradacién hasta completar la pérdida de masa,

depende de la geometria. s.d.: sin datos

principios bioactivos. Algunos sistemas inyec-
tables se pueden entrecruzar por via quimica sin
la necesidad de emplear fotopolimerizacién, téc-
nica de uso limitado a cavidades o grietas no muy
profundas. El empleo simultdneo de agentes
porogénicos permite la generacién de matrices
porosas una vez que el material ha entrecruzado.
El polipropilenfumarato (PPF) es uno de los
poliésteres insaturados mas estudiado como bio-
material inyectable para ingenieria de tejidos
6seos [8]. La degradacién del copolimero produ-
ce acido fumadrico, presente en el ciclo de Krebs
v 1,2-propanodiol, sustancia presente cominmen-
te en formulaciones de diversos farmacos como
diluyente. La presencia de insaturaciones se em-
plea para generar puntos de entrecruzamiento. Se
han efectuado numerosos estudios con copoli-
meros de PPF y diversos entrecruzantes hidro-
filicos, asi como también en formulaciones com-
puestas con materiales bioceramicos tales como
TCP, HA, carbonato o sulfato de calcio, para me-
jorar las propiedades mecénicas [46].

Se estan explorando otras técnicas para
aplicaciones minimamente invasivas, tales como
polimeros sensibles a estimulos (stimuli respon-
sive polymers), polimeros con memoria de forma
(shape-memory polymers) y sistemas de péptidos
autoensamblados (self~assembling peptide-based
systems) [45].

Los hidrogeles sensibles a estimulos ex-
ternos, también conocidos como hidrogeles «inte-
ligentes», son redes poliméricas que pueden su-
frir una transicién de fase discontinua y
macroscdpica entre el estado liquido y sélido
cuando se someten a un pequeiio cambio en una
o més condiciones ambientales. El estimulo espe-
cifico puede introducirse por diferentes mecanis-
mos: magnético, eléctrico, ultrasonido, irradia-
cién, o estimulos fisiolégicos como cambios de pH,

temperatura, concentracién salina o enzimatica.
El uso de hidrogeles evita las complicaciones aso-
ciadas con residuos de solventes toxicos, dado que
el agente de hinchamiento del hidrogel es el agua.
Estas propiedades pueden mejorar la habilidad de
los diserios de tejidos ingenieriles para asemejar-
los a los tejidos humanos naturales y entonces
efectuar un mejor funcionamiento in vivo e in
vitro [12]. El empleo de polimeros termosensibles
ha permitido la preparacién de ldminas celulares
bidimensionales para reconstruccién de superfi-
cies oculares, ligamentos periodontales, parches
cardiacos y cistoplastia (reconstruccion de vejiga).
En esta aproximacién, denominada ingenieria de
laminas celulares (cell sheet engineering), se in-
jerta covalentemente en una placa de petri una
membrana de un hidrogel sensible a cambios de
temperatura, con un espesor de aproximadamen-
te 20 nm. El polimero que se utiliza més comun-
mente es poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm),
hidrogel que exhibe temperatura critica de solu-
cién inferior (LCST) cercana a la fisiolégica (32-
34 °C). El cultivo celular se realiza en la superfi-
cie del hidrogel a 37 °C, permitiendo a las células
adherirse y proliferar. Cuando se reduce la tem-
peratura por debajo de la LCST, la ldmina celu-
lar formada se remueve espontaneamente. A esta
temperatura el hidrogel cambia su conformacién
molecular drasticamente y la superficie relativa-
mente hidrofébica se torna hidrofilica, liberando
la ldmina celular sin necesidad de emplear
enzimas proteoliticas (tripsina) [60]. Ademas de
PNIPAm se han desarrollado otros materiales
sintéticos sensibles a la temperatura copolime-
rizando monémeros hidrofilicos e hidrofébicos
que alteran el balance hidrofilico-hidrofébico y de
esta manera modulan los valores de LCST.

Los hidrogeles biosensibles han ganado
un notable interés no sélo en ingenieria de teji-
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dos sino también en otras aplicaciones tales como
diagnéstico, biosensores y liberacién controlada.
Estos hidrogeles responden a eventos biolégicos
selectivos (tales como exposicién a nutrientes,
factores de crecimiento, receptores, anticuerpos,
enzimas o células) y desencadenan cambios en las
interacciones moleculares que se expresan en res-
puestas macroscépicas de hinchamiento/colapso o
transiciones sol-gel [43].

Los polimeros con memoria de forma tie-
nen un potencial enorme para aplicaciones
biomédicas. La idea basica consiste en la capaci-
dad de cambiar de forma como respuesta a un
determinado estimulo externo (por ejemplo tem-
peratura, pH y luz), desde un estado comprimido
en el que puede ser administrado de manera no
invasiva, a un estado de mayor volumen que pue-
de rellenar el sitio del defecto. Sin embargo, es-
tos materiales atin no han sido aplicados en in-
genieria de tejidos.

Por 1ltimo, el autoensamblado molecular
de proteinas y moléculas anfifilicas constituye
otra aproximacién para efectuar la gelacién in
situ minimamente invasiva. Esta estrategia se
comenta brevemente en la seccién de procesa-
miento.

Los biocerédmicos pueden clasificarse en
tres categorias: 1) ceramicos bioinertes: alimina
y zirconia; 2) cerdmicos con superficie bioactiva:
hidroxiapatita sinterizada (s-HA), biovidrios, vi-
drios de alimina-wollastonita; 8) cerdmicos
biorreabsorbibles: HA no sinterizada (u-HA), o-
o B-fosfato tricalcico (o- o B-TCP), fosfato tetra-
calcico (TTCP), fosfato octacalcico (OCP) [51].
Los ceramicos biorreabsorbibles exhiben biocom-
patibilidad y son considerados osteoconductivos,
debido a que sus propiedades superficiales favo-
recen la adhesién, crecimiento y diferenciacién de
osteoblastos. Asimismo son osteoinductivos, exhi-
biendo la capacidad de inducir la formacién de
hueso, como resultado del favorecimiento de la
unién y concentracién de la protefna morfo-
genética 6sea (BMP). Por este motivo los cera-
micos biorreabsorbibles se emplean como mate-
rial de relleno en la reparacién de defectos 6seos
y se investigan en ingenieria de tejidos 6seos.
Frecuentemente los materiales cerdmicos son-di-
ficiles de procesar en forma de matrices altamente
porosas, son mecénicamente fragiles, y demasia-
do rigidos para determinadas aplicaciones. Por
otra parte, los polimeros son muy ductiles y poco
rigidos. Esta diferencia en las propiedades mecé-
nicas requeridas por los tejidos naturales que so-
portan cargas y los biocerdmicos puede minimi-
zarse y ajustarse empleando materiales compues-
tos polimero/biocerdmicos biorreabsorbibles. La

eleccién de biocerdmicos como fase de refuerzo
depende de la aplicacién deseada. La velocidad de
biorreabsorcién varia en el orden: OCP > «a-TCP
> B-TCP > u-HA >> s-HA y estd afectada por
varios factores, aumentando con el incremento
del &rea superficial, la disminucién de la
cristalinidad, las imperfecciones cristalinas y el
tamano de cristal o grano, sustitucién iénica, etc.

Disefio de matrices porosas para
ingenieria de tejidos

Desde un punto de vista fisico, las ma-
trices o andamiajes pueden clasificarse en tres
grupos: sélidos porosos celulares, textiles y siste-
mas inyectables. Segtin la terminologia emplea-
da por la ASTM [3] los sélidos porosos se clasifi-
can también en tres grupos: interconectados (po-
ros abiertos), no interconectados (poros cerrados)
0 una combinacién de ambos. Ashby y Gibson [4]
clasifican a los sélidos porosos en espumas y es-
tructuras tipo “panal de abejas” (honeycomb),
arreglos regulares bidimensionales de poros
poligonales.

Las matrices porosas tridimensionales
que necesitan las células para guiar su crecimien-
to y regenerar tejidos estdn hoy en dia muy lejos
de ser ideales. La falta de estabilidad mecénica y
la falta de canales de interconexién que permitan
a las células penetrar, ambos requisitos esencia-
les, son algunos de los numerosos factores que
todavia no satisfacen las matrices actuales. Ideal-
mente una matriz deberfa cumplir los siguientes
requerimientos [32]:

- Ser biocompatible (requerimiento bésico)

- Ser biorreabsorbible o remodelable

- Biodegradar en sincronizacién con el
proceso de reparacién o regeneracién

- Poseer una porosidad adecuada, tama-
fo de poros apropiado e interconectividad

- Ser altamente permeable para facilitar
la difusién de células y nutrientes

- Poseer estabilidad mecénica y propie-
dades mecéanicas adecuadas

- Proporcionar una topografia y quimica
superficial apropiada para la fijacién y prolifera-
cién celular

- Favorecer la formacién de matriz
extracelular promoviendo las funciones celulares

- Poseer capacidad para portar principios
bioactivos o factores de crecimiento

La regeneracién de tejidos especificos
guiada con materiales sintéticos porosos depen-
de de la porosidad y el tamafio de poro de la ma-
triz tridimensional. Un &rea superficial mayor
favorece la fijacién y crecimiento celular, mien-
tras que un volumen de poro mayor permite aco-
modar y proporcionar una masa celular suficien-
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te para la reparacién de tejidos. En consecuencia,
resulta necesario un alto grado de porosidad para
facilitar la difusién de los nutrientes y de los pro-
ductos de desecho y para lograr la vascularizacién
de los implantes o angiogénesis (Figura 1c), re-
quisito esencial para la regeneracién de érganos
altamente metabélicos como son el higado y el
péncreas. La relacién 4rea superficial/volumen de
los materiales porosos depende de la densidad y
el didmetro promedio de poro. El didmetro de las
células en suspensién indica el tamafio de poro
minimo, que varia dependiendo del tipo de célu-
la en particular. Diversos experimentos han de-
mostrado que existe un tamafio de poro 6ptimo
para la regeneracién de tejidos: 5 um para
neovascularizacién, 5-15 um para crecimiento de
fibroblastos, aproximadamente 20 um para creci-
miento de hepatocitos, 20-125 um para regenera-
cién de piel, 40-100 um para crecimiento de
osteoides, 100-350 um para regeneracién de hue-
so, 150-300 mm para regeneracién de fibrocarti-
lago, ete. [61]. Las células responden a estimulos
mecéanicos (mecanotransduccién) y en el caso de
células residentes en una matriz los esfuerzos que
experimentan dependen de las propiedades meca-
nicas de la matriz y del entorno que rodea a las
células. Las propiedades mecénicas de la matriz
estan intimamente relacionadas con su densidad.
Por ejemplo, si se requiere un médulo de elasti-
cidad en compresién suficientemente alto para
estimular la diferenciacién celular se debe incre-
mentar la densidad de la matriz disminuyendo su
porosidad.

Otra consideracién importante es la con-
tinuidad de los poros dentro de una matriz sinté-
tica. Si los poros no estén interconectados el
transporte de materiales y migracién celular se
inhibe debido a una inadecuada recepcién de
nutrientes, atin si la porosidad de la matriz es
alta. Las células del suministro sanguineo mayo-
res de 200 um son metabdlicamente inactivas o
mueren si el suministro de oxigeno es bajo. Por
este motivo, el cartilago, tejido que tiene una baja
actividad metabdlica, es uno de los pocos tejidos
que se ha desarrollado en estructuras de gran
tamafio. Ademés del tamaro de poro y la porosi-
dad, la forma y tortuosidad de los poros pueden
afectar el crecimiento de tejidos. La matriz debe
actuar como un sustrato que mantenga las fun-
ciones diferenciadas sin impedir la proliferacién.
El cambio en el tamarfio efectivo de poro con el
tiempo de degradacién in vivo es otro aspecto a
tener en cuenta. En las matrices biorreab-
sorbibles, como es el caso de PLA y PGA, el ta-
manfo de poro aumenta y la continuidad en la es-
tructura porosa ya no es un obstéculo. Por otra
parte, si las matrices no se degradan, el tamafo

efectivo de poro se vera reducido por la invasién
de tejido fibroso en los poros y la adsorcién de
proteinas no especificas en la superficie del ma-
terial. La velocidad de degradacién debe acompa-
har la velocidad de tejido neoformado. En conse-
cuencia, la cinética de degradacién constituye
también un factor critico en el disefio de matri-
ces biorreabsorbibles [51].

Procesamiento de matrices
poliméricas porosas

El nimero de publicaciones cientificas
relacionadas con matrices para ingenieria de te-
Jjidos se ha incrementado notablemente en la 1ul-
tima década, hecho que revela un alto y sosteni-
do interés en el disefio y preparacién de matrices
porosas [19]. Teniendo en cuenta los requisitos
indispensables que debe reunir una matriz
extracelular artificial, la tecnologia de procesa-
miento para su produccién debe poseer un con-
trol importante de las propiedades macro y
microestructurales. El comportamiento viscoso de
los polimeros por encima de su temperatura de
transicién vitrea o temperatura de fusién y su
solubilidad en diferentes solventes orgénicos, de-
termina la aplicacién de una amplia variedad de
técnicas para preparar matrices poliméricas po-
rosas [21, 29, 42, 51]. No existe una forma uni-
versal de crear matrices para regenerar todos los
tejidos. La eleccién de la técnica més apropiada
resulta entonces critica y depende de cada mate-
rial polimérico y la aplicacién especifica.

Procesado de fibras:

Mallas de fibras no tejidas (non-woven
fiber felts or mesh): el empleo de fibras de poli-
meros biorreabsorbibles (PGA, PLA y otros
polimeros semicristalinos) como matrices ha re-
sultado efectivo para la regeneracién de cartila-
go, tendén, uretra, intestino, vasos sanguineos,
vélvulas cardiacas y otros tejidos. Las mallas de
fibras consisten en fibras individuales aglomera-
das segiin un disefio tridimensional con poros de
tamafio variable y altamente interconectados. La
ventaja de estas mallas es su gran area superfi-
cial para la fijacién de células y rapida difusién
de nutrientes para la supervivencia y crecimien-
to celular. Las mallas de fibras también pueden
procesarse mediante técnicas tradicionales del
érea textil, a partir de fibras obtenidas por
extrusién, entrelazamiento y tratamientos térmi-
cos para mejorar la estabilidad tridimensional y
menor rugosidad superficial. Sin embargo, la fal-
ta de estabilidad estructural necesaria para su
empleo in vivo y la dificultad para controlar pre-
cisamente el tamafo de poro y la porosidad cons-
tituyen importantes desventajas que condujeron
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al desarrollo de la técnica de fibras unidas o
interconectadas.

Fibras unidas (fiber bonding): en este
procedimiento las fibras pueden interconectarse
formando redes. Las fibras se alinean en la for-
ma deseada y se embeben en una solucién de
PLLA/cloruro de metileno. Después de la evapo-
racién del disolvente, el compuesto PLLA-PGA se
calienta por encima de la temperatura de fusién
del PGA. Luego de enfriar, el PLLA se elimina por
disolucién dejando a las fibras unidas fisicamen-
te en sus puntos de entrecruzamiento. Obviamen-
te, esta técnica no es la mas apropiada para un
control més exacto de la porosidad. La eleccién
del disolvente, inmiscibilidad de los dos polimeros
y sus temperaturas de fusién relativas también li-
mita la aplicacién general de esta técnica a otros
polimeros. Ademds, la exposicién a elevadas tem-
peraturas puede transformar las fibras de PGA en
dominios esféricos, y los residuos de disolvente
pueden ser peligrosos para las células y los érga-
nos.

Técnicas de disolucién de particulas:
Evaporacién de solvente y disolucién de
particulas (solvent casting-particulate leaching):
este método consiste en la dispersién de particu-
las minerales de tamafio conocido (cloruro,
tartrato o citrato de sodio) o particulas orgéanicas
(parafina, sacarosa) en una solucién polimérica.
Esta dispersién se deposita sobre un molde y se
liofiliza para evaporar el disolvente. Posterior-
mente las particulas se remueven por disolucién
selectiva para producir una matriz polimérica
porosa. Empleando esta técnica se pueden obte-
ner porosidad controlada de hasta 93% y didme-
tro de poro medio de hasta 500 um. Una desven-
taja de este método es que sélo se puede emplear
para membranas delgadas y piezas tridimensio-
nales con paredes muy finas (de hasta 3 mm),
debido a que de otra manera no es posible la re-
mocién de las particulas solubles del interior de
la matriz polimérica. Con esta técnica la forma del
poro y la interconectividad no pueden controlar-
se. Ademads el proceso de eliminacién del disolven-
te residual puede llevar varias semanas. Para ob-
tener estructuras tridimensionales con formas
anatémicas se emplea la técnica de laminacién de
membranas (membrane lamination), superponien-
do capa por capa membranas formadas mediante
evaporacién de solvente y disolucién de particu-
las (por ejemplo membranas de PLLA y PLGA).
Las membranas con la forma y dimensiones ade-
cuadas se unen entre si empleando cloroformo en
las superficies de contacto. Sin embargo, esta téc-
nica no puede aplicarse a membranas de PGA
debido a que éste es solamente soluble en solven-

tes altamente téxicos. Por medio de la superposi-
cién de elementos estructurales definidos, tales
como poros, fibras o membranas en orden esto-
céastico, fractal o periédico se pueden obtener su-
perestructuras tridimensionales con organizacién
espacial anisotrépica, aunque resulta dificil con-
trolar el tamano de poro deseado y la estructura
de poros interconectados.

Extraccién de hidrocarburos porégenos
(hydrocarbon templating): es una combinacién de
dos procesos de espumado diferentes, la elimina-
cién de una fase y la precipitacién de un polimero.
Se emplea como agente porogénico un hidrocar-
buro particulado derivado de ceras no soluble en
agua, que permite la formacién de poros precipi-
tando la fase polimérica. A diferencia de la elimi-
nacién de cristales de sal, en este proceso el
porégeno se elimina por extraccién con un solven-
te orgénico, por lo que no se tiene limitacién de
espesor y existe un mejor control de la estructu-
ra de poro, porosidad y otras caracteristicas de la
espuma.

Técnicas de separacion de fases

Separacién de fases inducida térmica-
mente (thermally-induced phase separation,
TIPS): bajo determinadas condiciones, un siste-
ma multicomponente homogéneo se torna termo-
dindmicamente inestable y tiende a separarse en
fases para disminuir la energia libre del sistema.
La separacién de fases liquido-liquido de una so-
lucién polimérica con temperatura critica de di-
solucién superior (UCST) se induce disminuyen-
do la temperatura. El sistema se separa en dos fa-
ses, una fase rica en polimero y otra pobre, for-
mando una estructura bicontinua. La fase rica en
polimero solidifica después de la eliminacién del
solvente, por ejemplo mediante sublimacién, y se
obtiene la matriz porosa. De esta manera, se em-
plean soluciones de PGA o PLA en dioxano y agua
para preparar las matrices porosas. Una ventaja
importante de esta técnica es la posibilidad de
incorporar moléculas bioactivas a las matrices sin
disminuir la actividad de las moléculas por me-
dio térmico o quimico. Un pequefio cambio en los
parametros del proceso: (tipo de polimero, con-
centracién de la solucién polimérica, relacién di-
solvente/no disolvente y principalmente el progra-
ma térmico), puede afectar significativamente la
morfologia del soporte poroso resultante.

La separacion so6lido-liquido (formacién
de fase sélida en una fase liquida) puede realizar-
se mediante cristalizacién del solvente en una
solucién polimérica. Luego de la eliminacién de
los cristales de solvente, mediante sublimacién o
intercambio de solvente, se producen poros en el
espacio originalmente ocupado por los cristales de
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solvente. Esta técnica, conocida como liofilizacién
(freeze-drying), permite obtener matrices con po-
rosidad de hasta 90% y tamafio medio de poro en
el rango de 15 a 35 um. Para introducir poros de
mayor tamano se emplean técnicas combinadas
con disolucién de particulas (freeze-drying - parti-
culate leaching).

Inversion de fases y remocién de particu-
las (phase inversion - particulate leaching): esta téc-
nica se emplea para obtener soportes con un alto
grado de macroporosidad interconectada que
mimetiza la estructura del hueso trabecular. El pro-
ceso involucra la dispersién de un agente porogénico
(normalmente cristales de glucosa) en una solucién
de PLGA en dimetilsulféxido. La mezcla se conge-
la en un molde y luego se agrega un no solvente del
PLGA (por ejemplo agua). Este no solvente produ-
ce la separacién de fases del PLGA y su solidifica-
cién. El agua también solvata al porégeno produ-
ciendo su eliminacién por disolucién. Como en otros
casos, los pardmetros criticos pueden modificarse
para obtener diferentes estructuras.

Separacioén de fases inducida por polime-
rizacién (polymerization-induced phase separa-
tion): el monémero se comporta como un disol-
vente de la cadena radical propagante hasta que
la cadena polimérica resulta insoluble en agua
pero soluble en el monémero remanente. La se-
paracién de fases de estas gotas de monémero/
polimero forma esferas que gelan generando un
soporte con interconexién al azar. El monémero
puede modificarse para incluir protefnas o se-
cuencias peptidicas que favorecen la adhesién
celular. Los hidrogeles fabricados por medio de
este proceso incluyen el poli(hidroxipropil meta-
crilato) en acetona y poli(2-hidroxietil metacri-
lato) en agua.

Otras técnicas alternativas

Moldeo en fundido (melt molding): en
este procedimiento se coloca en un molde de
teflén una mezcla de polvo fino de PLGA y
microesferas de gelatina y se calienta por encima
de la temperatura de transicién vitrea del
polimero. Luego se disuelve la gelatina con agua
destilada dejando una matriz de PLGA porosa. En
este caso, el tamafio de poro estd directamente
controlado por el didmetro de las microesferas, y
los cambios de porosidad dependen de la relacién
polimero/gelatina. Esta técnica puede aplicarse a
los poliésteres semicristalinos PLLA o PGA, pero
se requiere mayor temperatura para alcanzar la
fusién. La utilizacién de altas temperaturas im-
pide la incorporacién de firmacos y la gelatina se
torna insoluble en agua. La combinacién con la
técnica de evaporacién de solvente y disolucién de

particulas constituye una variacién interesante.
En primer lugar se obtienen composites de sal y
PLGA por evaporacién de solvente, se corta la
membrana obtenida en piezas de menos de 5 mm
de longitud y luego se moldean por compresién en
la forma tridimensional deseada. Finalmente se
disuelve la sal dejando lugar a la espuma poli-
mérica. De esta manera se obtiene una distribu-
cion de poros més uniforme que la obtenida por
evaporacién de solvente y disolucién de particu-
las, logrando matrices de mayor espesor.

Agregacién de microparticulas (micro-
particle aggregation): consiste en la agregacién de
microparticulas poliméricas por métodos fisicos o
quimicos. La porosidad obtenida en este tipo de
matrices puede controlarse facilmente por el dia-
metro de las microesferas, las que crean intersti-
cios cuando las particulas se agregan. Estas ma-
trices pueden servir como portadores de agentes
bioactivos reteniendo en los intersticios, por ejem-
plo, factores de crecimiento que pueden liberar-
se en forma gradual en condiciones fisiolégicas.
Esta aproximacién es innovativa y proporciona
una funcionalidad importante, aunque se obtie-
ne una baja porosidad. El empleo de macropar-
ticulas genera una porosidad mayor, y la incor-
poracién de una fase bioactiva de refuerzo, en
general de hidroxiapatita, mejora las propiedades
mecénicas favoreciendo la osteoconduccién y
osteoinduccién.

Espumado de compuesto polimero-cera-
mico (polymer-ceramic composite foam): esta téc-
nica permite preparar matrices con una resisten-
cia a la compresién superior a la de los materia-
les no reforzados con la misma porosidad, por lo
que resultan de interés para aplicaciones en re-
generacién de tejidos 6seos. Se incluyen fibras
cortas o particulas de hidroxiapatita y un agente
porogénico (microesferas de gelatina o cristales de
sal) en una solucién de, por ejemplo, PLGA y clo-
ruro de metileno. Después de la evaporacién del
disolvente, la eliminacién del porégeno permite la
obtencién de espumas compuestas de celda abier-
ta con PLGA reforzado con fibras de HA.

Espumado por gas a alta presién (high-
pressure gas foaming): se exponen discos de
PLGA a una alta presién de diéxido de carbono
(5,6 MPa, 25 °C) para permitir la saturacién de
gas en el polimero. La reduccién de la presién de
gas a la presién ambiente produce la nucleacién
y expansién del diéxido de carbono disuelto, ge-
nerando macroporos. Este proceso genera una su-
perficie no porosa y una estructura mayormente
formada por poros cerrados, morfologfa que no
resulta conveniente para el sembrado celular.
Por lo tanto debe combinarse con la técnica de
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eliminacién de particulas para generar los poros
abiertos.

Técnicas de disefio de arquitecturas
tridimensionales

Tecnologias de procesamiento mediante
modelado réapido (rapid prototyping, RP o solid
free-form, SFF): permiten la fabricacién de ma-
trices con un control muy preciso de la micro y
macroestructura, produciendo piezas tridimensio-
nales de geometria compleja a partir de multica-
pas y empleando programas de disefio asistido por
computadora (CAD/CAM) [52]. De esta manera,
se puede controlar la morfologia, geometria y for-
ma total de la matriz, permitiendo la creacién de
andamiajes que se ajustan a los sitios con defec-
tos anatémicos a partir de la imagen obtenida
mediante tomografia computada del paciente.

Entre las técnicas reunidas en este gru-
po se encuentran: laminacién (sheet lamination,
laminate objet manufacturing, LOM), impresién
tridimensional (adhesion bonding, 3DP), sinte-
rizado por laser (laser sintering), fotopolime-
rizacién (photopolymerization), deposicién de go-
tas (droplet deposition, fused-deposition modell-
ing, FDM), cada una de las cuales posee sus ven-
tajas y desventajas [29, 52]. Aunque estas tecno-
logias tienen limitaciones en cuanto a la seleccion
de materiales, costo, potencial degradacién térmi-
ca de polimeros y resolucién de canales por uni-
dad de volumen, entre otros, el avance en el de-
sarrollo de nuevas tecnologias ofrece un potencial
importante en el campo de la ingenieria de teji-
dos, donde se requiere una matriz a medida y
precisamente controlada.

Matrices nanoestructuradas y
maltrices bioactivas

Una de las nuevas areas de disefio de
matrices extracelulares artificiales para ingenie-
ria de tejidos se enfoca en el disefio de materia-
les nanoestructurados. Esta aproximacién surge
de la imitacién de caracteristicas de las matrices
extracelulares naturales, en donde moléculas
biolégicamente funcionales, células y componen-
tes de la matriz extracelular interaccionan a ni-
vel nanométrico. El coldgeno, por ejemplo, repre-
senta la proteina més abundante del organismo
de los mamiferos (casi un 30% del total de pro-
teinas), y es el principal componente de la matriz
extracelular natural y del tejido conectivo. Las
caracteristicas, propiedades y funciones del teji-
do dependen de la forma en la que las nanofibras
de coldgeno estédn presentes [1]. El desarrollo de
matrices nanofibrosas, nanocompuestas y bioac-
tivas constituye una aproximacién biomimética
que se encuentra actualmente en plena evolucién.

Matrices nanofibrosas (nanofibrous
scaffolds): Las nanofibras resultan de notable in-
terés debido a la generacién de una estructura al-
tamente porosa de gran relacién area/volumen.
Las matrices constituidas por nanofibras pueden
fabricarse con geometrias que permitan rellenar
defectos anatémicos y su arquitectura puede di-
sefiarse para obtener las propiedades mecénicas
necesarias para soportar el crecimiento, prolife-
racién, diferenciacion y movilidad celular. Asi
mismo, pueden contener factores de crecimiento,
drogas, principios activos y genes para estimular
la regeneracién de tejidos. Una propiedad inhe-
rente de las nanofibras es su alta capacidad de
imitar la matriz extracelular de los tejidos y 6r-
ganos, un complejo compuesto formado por pro-
teinas fibrosas, proteinas solubles y otras molé-
culas bioactivas que permiten la adhesién y el cre-
cimiento celular. Sin embargo, los estudios de las
interacciones célula-nanofibra, la elucidacién y el
entendimiento completo de la influencia de las
nanofibras en las rutas bioquimicas y los mecanis-
mos de las sefiales que regulan el comportamien-
to celular requieren de mayor investigacion.

Las técnicas mecénicas convencionales
de produccién de fibras permiten obtener fibras
con didmetros en el orden del micrémetro. Si bien
estos tamanos se utilizan en muchas aplicaciones,
existen nuevas aplicaciones que requieren fibras
con didmetros de decenas a cientos de nanéme-
tros. Las nanofibras se emplean en numerosas
aplicaciones nanotecnoldgicas entre las que se
incluyen defensa y seguridad, biomateriales, in-
genieria ambiental y biotecnologia, almacena-
miento de energia, almacenamiento o transporte
de gases y fluidos, nanoelectrénica, etec. [36]

Uno de los métodos de procesamiento
que presenta mayores ventajas para la produccién
de nanofibras es el electrohilado (electrospinning)
[16, 25, 36, 40, 41]. Si bien el proceso se conoce
desde 1934, hubo muy poco interés en su uso para
la obtencién de fibras hasta mediados de la déca-
da del noventa. Desde entonces, se han electro-
hilado muchos polimeros sintéticos y naturales
para obtener fibras de unos pocos nanémetros
hasta algunos micrones. Las fibras resultantes
son uniformes y continuas y no requieren de una
purificacién extensiva como es el caso de los
whiskers submicrométricos, las nanovarillas
inorgénicas y los nanotubos de carbono. En este
proceso, un flufdo (solucién polimérica, polimero
fundido o solucién con precursor cerdmico) se
extruye a través de una boquilla capilar para for-
mar una pequeia gota en presencia de un campo
eléctrico producido por una fuente de alto volta-
je (~ 30 kV). A un voltaje critico, la fuerza repul-
siva supera la tensién superficial de la solucién
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formando un jet liquido cargado eléctricamente
que se acelera hacia una regién de menor poten-
cial donde se encuentra un colector conectado a
tierra. A medida que el solvente se evapora, el jet
se estrecha produciendo fibras ultrafinas y con-
tinuas que generan una matriz tridimensional
altamente porosa. La técnica tiene la habilidad
Gnica de producir nanofibras de diferentes mate-
riales y geometrias, bajo costo, relativamente alta
velocidad de produccién y simplicidad en el dise-
fio del equipamiento. La seleccién adecuada de los
pardmetros del proceso permite controlar no sélo
el didmetro de las fibras sino también su morfo-
logia interna. Estas caracteristicas hacen del
electrospinning un proceso de vanguardia, versa-
til y altamente atractivo para la preparacién de
membranas hiladas no tejidas de polimeros natu-
rales o sintéticos, cerdmicos o compuestos, con
morfologia y funcionalidad controlada, de crecien-
te interés para la investigacién académica y la
industria.

Las aplicaciones potenciales de las nano-
fibras en el campo biomédico son enormes y pro-
metedoras: ademés de matrices para regene-
racién de tejidos y érganos (injertos vasculares,
nervios, piel, cartilago, huesos, musculos cardia-
cos, cérneas, expansion y diferenciacién de célu-
las madres), se encuentran vectores para libera-
cién de principios activos, dispositivos biomédicos
biodegradables implantables, instrumentacién y
diagnéstico médico, aplicaciones dentales y cos-
méticas [7, 26, 33, 35].

Las matrices disefiadas con nanofibras
biorreabsorbibles y nanotubos de carbono (CNT)
estan siendo investigadas para aplicaciones en
ingenieria de tejidos [6, 37]. Los CNT se emplean
en cantidades muy pequefias y, aungque no son
biodegradables, podrian eliminarse rapidamente
del organismo vivo. Si bien la motivacién inicial
para el empleo de nanoparticulas es la capacidad
de proveer un refuerzo mecénico, la conductividad
eléctrica de las mismas puede ser una herramien-
ta muy util para mejorar la funcionalidad de los
materiales. Existen evidencias de que los CNT
pueden estimular el crecimiento celular, aceleran-
do y dirigiendo el crecimiento de células [53, 54].
Los CNT pueden también funcionalizarse para
permitir la liberacién de principios bioactivos
(enzimas, proteinas, etc).

Autoensamblado molecular (molecular
self-assembly): constituye otro campo de investi-
gaciéon emergente, especialmente cuando se tra-
ta de estructuras biolégicas de tamafo nanomé-
trico o texturizado. El autoensamblado se define
como la organizacién auténoma de componentes
en patrones o estructuras sin intervencién exter-
na. Esta estrategia también se emplea en el de-

sarrollo de materiales nanofibrosos con potencial
aplicaciéon como matrices para ingenieria de teji-
dos [29]. El autoensamblado estd generalmente
mediado por fuerzas secundarias tales como
interacciones iénicas (electrostéaticas), puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofébicas y de van der
Waals. Los hidrogeles basados en proteinas pro-
porcionan, ademés de su capacidad de gelacién in
situ, las condiciones necesarias para la prolifera-
cién celular y formacién de tejidos. Para emular
la estructura triple helicoidal del coldgeno se han
sintetizado diversos péptidos anfifilicos, asf como
para formar nanofibras supramoleculares de 5-8
nm de didmetro y més de 1 um de longitud.

Separacién de fases (phase separation):
el proceso de separacién de fases de una solucién
polimérica también puede considerarse como un
proceso de autoensamblado. En lugar de ensam-
blar moléculas pequefias se agregan macromo-
léculas para formar una nueva fase. Se ha desa-
rrollado una técnica de separacién de fases que
permite preparar matrices nanofibrosas de PLLA
con nanofibras de 50-500 nm de didmetra, simi-
lar al que tienen las fibras de colageno [32]. Para
mejorar la estructura tridimensional se han em-
pleado técnicas que introducen una red de
macroporos prediseniados (por ejemplo de fibras
de porégenos solubles en agua) en la matriz
nanofibrosa de PLLA procesada por separacién de
fases inducida térmicamente.

Nanocompuestos porosos (porous nano-
composite scaffolds): los materiales compuestos
polimero biorreabsorbible/biocerdmico se han
desarrollado para aplicaciones de ingenieria de
tejidos mineralizados. La estrategia seguida para
mimetizar la microestructura de los cristales
inorgénicos presentes en la estructura ésea se
basa en la utilizacién de matrices altamente po-
rosas nanocompuestas de nanohidroxiapatita y
macromoléculas sintéticas o naturales [48]. Me-
diante esta via se han mejorado no sélo las pro-
piedades mecénicas sino también la adsorcién de
proteinas y la adhesién y funcién celular.

Andamiajes bioactivos (bioactive scaffolds):
la matriz ideal para la regeneracién de tejidos
deberia interaccionar positivamente con las célu-
las y la funcién celular. Las técnicas de modifi-
cacién superficial o en masa de polimeros se em-
plean a menudo con este objetivo. La modificacién
en masa normalmente involucra la copolime-
rizacién o la fijacién de grupos funcionales en las
cadenas poliméricas antes de la preparacién de la
matriz porosa, y frecuentemente cambia las pro-
piedades mecénicas y de procesamiento de los
polimeros. La modificacién superficial puede
llevarse a cabo después de la fabricacién del anda-
miaje, mediante tratamientos con plasma o plasma
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seguido de modificacion quimica. Estas técnicas son
més efectivas en superficies de membranas bidi-
mensionales o en piezas tridimensionales de poco
espesor. En una matriz porosa tridimensional y
compleja, la superficie no es solamente la superfi-
cie exterior sino también las superficies internas.
Para modificar la composicién quimica de las super-
ficies internas se emplea fluido fisiolégico simula-
do. Este proceso biomimético permite introducir in
situ 'y de manera efectiva una apatita similar a la
del hueso nativo de tamafo nanométrico en las su-
perficies de los poros internos. Sin embargo, se ne-
cesitan desarrollar mas técnicas de modificacién de
superficies tridimensionales.

Finalmente, con el objeto de proporcio-
nar una mayor funcionalidad biolégica, se inclu-
yen moléculas bioactivas y genes, integrados des-
de la etapa de disefio de las matrices porosas. Los
esfuerzos actuales se centran en el desarrollo de
matrices bioactivas, con arquitectura tridimen-
sional nanofibrosa, superficie biomimética y ca-
pacidad para liberar de manera controlada facto-
res de crecimiento celular.

Nuevos desafios en el diseno y
preparacion de andamiajes

La ciencia e ingenieria de biomateriales
ha evolucionado significativamente desde su na-
cimiento hace poco més de 25 afios. Sin embar-
go, estamos en las primeras etapas de una nueva
era de investigacién en biomateriales, donde se
emplean estrategias biomiméticas para el disefio
racional de biomateriales interactivos y funciona-
les. Entre estos, se incluyen materiales biorreab-
sorbibles, no degradables'y materiales inteligen-
tes usados en aplicaciones de liberacién contro-
lada de principios activos e ingenieria de tejidos,
asi como en la modificacién de superficies para
implantes y tratamiento de heridas. La investiga-
cién y desarrollo en este campo experimenta en
los ultimos afios un crecimiento exponencial que
origina nuevos y complejos desafios a resolver,
entre los que se encuentran:

- El desarrollo de biomateriales completa-
mente biorreabsorbibles que mejoren los materia-
les base de la industria de dispositivos biomédicos
y proporcionen una funcionalidad especifica imitan-
do a los materiales de las estructuras naturales.

- La optimizacién del disefio y la prepa-
racién de matrices. La implementacién de técni-
cas de procesamiento que proporcionen arquitec-
turas porosas tridimensionales con textura nano-
métrica, control de la micro y macroestructura,
y matrices funcionales adecuadas a cada aplica-
cién especifica.

- El desarrollo de metodologias de incor-
poracion y liberacién de factores de crecimiento y

otros factores de induccién tisular que estimulen
o mejoren la regeneracién de tejidos y érganos.

- El mejoramiento de respuesta celular
mediante la creacién de matrices con gradientes
espaciales de células y de factores de crecimiento
y matrices con capacidad de vascularizacién.

- Una mayor comprensiéon de los paré-
metros de control de la interaccién material-cé-
lulas para conseguir las condiciones 6ptimas para
la fijacién, crecimiento, diferenciacién y organi-
zacién celular que permitan generar tejidos fun-
cionales y mejorar la seguridad y eficacia de los
dispositivos biomédicos.

- Finalmente, la urgente necesidad de
integrar la ciencia bésica e ingenieria de materia-
les con los avances extremadamente répidos de la
biologia celular y la biologia de células madre en
el disefio de nuevos materiales portadores de se-
nales sofisticadas, constituye el desafio mas rele-
vante que tiene hoy en dia la ingenieria de teji-
dos. En esta direccién ya existen a nivel mundial
acciones estratégicas concretas e intensas para
incrementar la interdisciplinariedad de los pro-
gramas de investigacién, entrenamiento y educa-
cién [17, 44].
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