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Las tecnologias habitualmente empleadas para fabricar microdispositivos (“scaffolds” o andamios) para
ingenieria de tejidos y estudios asociados, presentan dos limitaciones fundamentales: la dificultad de
controlar la geometria final desde la etapa de disefio y los problemas asociados a la obtencién de
prototipos biocompatibles para pruebas. Las tecnologias de fabricaciéon aditiva aportan solucién al
primero de dichos problemas, al fabricar siguiendo la geometria disponible en archivos CAD 3D. Sin
embargo la mayoria de dichas tecnologias aditivas emplean polimeros fotosensibles (resinas epoxi,
resinas acrilicas) que resultan téxicos y no permiten su empleo para tareas de crecimiento y reproduccion
celular.

Por otro lado, los programas de disefio asistido por computador estdan orientados al disefio de geometrias
suaves, tipicas de la industria aerondutica o de la automocién, que no permiten enfoques biomiméticos,
ni disefios que permitan imitar de forma adecuada la complejidad de las superficies biolégicas, sobre las
que las células presentan un comportamiento 6ptimo. Para conseguir mimetizar la morfologia de los
organismos vivos resulta interesante el empleo de texturas y geometrias fractales, por lo que proponemos
aqui un proceso de disefio que permite su empleo en programas de diserio asistido por computador.

El presente estudio recoge, tanto el proceso de disefio asistido por computador de diferentes geometrias
fractales y microsistemas basados en ellas, como la fabricacién aditiva de las mismas por foto-
polimerizacién capa a capa. Se incluye también la obtencién de réplicas de dichas geometrias y
microsistemas mediante copiado rdpido de formas y procesos sol-gel, con la intencién de obtener
prototipos en materiales biocompatibles, en lo que constituye una novedosa propuesta alternativa para
disenar y fabricar prototipos de microdispositivos con multiples aplicaciones en ingenieria de tejidos
también analizadas.

1. INTRODUCCION: FRACTALES Y DISENO BIOMIMETICO

Los progresivos avances en el campo de los polimeros biodegradables, en
combinacion con el desarrollo de tecnologias de fabricacion rapida cada vez mas
versatiles, han hecho que a dia de hoy puedan obtenerse substratos o andamios
(“scaffolds”), sobre los que se adhieren células vivas con factores de crecimiento,
que se multiplican hasta cubrir el substrato. Una vez llegado a este punto todo el
conjunto (substrato + recubrimiento) se implanta en zonas danadas del organismo
o bien se utiliza para estudios biologicos in vitro. Tras el implante las células se
acomodan a su entorno y reproducen las funciones del tejido circundante, mientras
que el substrato se reabsorbe progresivamente.

Sobre estos progresos se pretende seguir trabajando con la mirada puesta en la
obtencion de estructuras biolégicas tridimensionales que algin dia permitan la
fabricacion aditiva de organos humanos. De hecho las tecnologias de imagen
meédica, las herramientas CAD de diseno por computador, las tecnologias de
fabricacion rapida y de microfabricacion y los avances en ciencia de materiales han
potenciado enormemente la industria de los dispositivos médicos y hacen que ahora
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sea el momento adecuado para completar estas actuaciones con progresos en los
sectores de la Ingenieria de Tejidos y la denominada “Biofabricacion”.

En la actualidad, ciertas soluciones para ingenieria de tejidos tipicamente utilizan
andamios y microsistemas disenados mediante herramientas CAD convencionales,
por lo que sus geometrias suelen resultar demasiado sencillas (placas con ranuras
0 pequenos pozos, estructuras de cilindros apilados...) y no permiten simular la
morfologia de los tejidos bioldgicos de forma precisa, lo que limita el potencial de
crecimiento celular. Esto es asi porque los paquetes CAD histéricamente han estado
ligados al disefio de geometrias “suaves” para la industria aeronautica y de la
automocion, por lo que imitar la complejidad de los tejidos y estructuras corporales
resulta complejo.

Parece adecuado complementar dichos procesos de disefio con la incorporacién de
nuevas geometrias orientadas a obtener dichos disefios multiescala o irregulares y
el campo de la “Geometria Fractal” puede aportar soluciones destacables. El
término “fractal”, del latin fractus, que significa irregular o fracturado fue definido
por Benoit Mandelbrot [1], para referirse a geometrias demasiado complejas, como
para ser definidas en los términos euclideos habituales, por la incorporacién de
propiedades como la auto-similitud y definiciones normalmente recursivas o
mediante ecuaciones no diferenciables en ningin punto.

Desde las primeras investigaciones en el campo de la Geometria Fractal, quedod
claro que resultaba adecuada para describir la complejidad de objetos naturales [3-
5]. Si bien los fractales son infinitamente complejos, fractales “aproximados” se
encuentran facilmente en la Naturaleza, que habitualmente presenta estructuras
autosimilares, si bien en una escala finita. Mediante un truncamiento adecuado de
definiciones recursivas de fractales, se pueden modelar adecuadamente objetos y
fenomenos naturales como nubes, copos de nieve, arboles, montanas... [1-2].

Detallamos en este trabajo el desarrollo de un tipo especial de andamios para
ingenieria de tejidos o “scaffolds” y de microsistemas de apoyo, basados en el
empleo de geometrias fractales, que ayudan a simular las caracteristicas de los
organismos biolégicos y potencian enormemente el crecimiento celular. Nuestros
procesos de disenno biomimeético asistido por computador y de fabricacion aditiva de
formas complejas, adecuadamente protegidos bajo patentes, permiten superar
limitaciones geomeétricas y mejorar por tanto los resultados de los “scaffolds”
actualmente disponibles en el mercado [6-9].

Con productos basados en este planteamiento, se puede dar respuesta a multiples
patologias, de origen traumatico o degenerativo, mediante el crecimiento artificial de
tejidos adecuados a partir de células madre; ademas de realizar estudios
comparativos in vitro, farmacologicos y oncologicos, que permiten evaluar la
respuesta de diferentes células y tejidos ante distintos estimulos fisico-quimicos. El
empleo de microtexturas controladas, en base al empleo de modelos fractales,
puede ser determinante para optimizar y orientar dicho crecimiento.

Se detallan en las proximas secciones el proceso de disefio asistido por computador,
de fabricacion mediante fotopolimerizacion por capas (tecnologias aditivas o de
“rapid prototyping”), asi como la obtencién final de dispositivos empleando
biomateriales, gracias a procesos de copiado rapido de formas, procesos sol-gel y
colada en moldes de silicona. Se incluyen también ciertas consideraciones de cara a
futuras investigaciones, junto a una breve discusion sobre la viabilidad de la
propuesta.
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2. DISENO DE BIODISPOSITIVOS BASADOS EN GEOMETRIAS FRACTALES

Los modelos fractales elegidos como apoyo a los disefios presentados aqui son modelos de
superficies fractales fraccionales Brownianas, con los que se pueden controlar desde la
etapa de diseno aspectos como la rugosidad, relacién superficie volumen, grado de
autosimilitud, todo ello integrado en el concepto de dimension fractal [1-2].

Existen muchas definiciones para la dimension fractal y una explicacion detallada queda
fuera del ambito de este trabajo, pero, en esencia, dicha dimensién fractal presenta valores
reales positivos (no necesariamente enteros) y normalmente excede a la dimension
topolégica del objeto fractal. Por ejemplo, las superficies fractales, por sus irregularidades y
apariencia fracturada (vistas de cerca) son mas que bidimensionales, mientras que su
apariencia global (vistas de lejos) es bidimensional. También los caminos aleatorios y
fractales pueden terminar cubriendo completamente el plano sobre el que se dibujan, si su
longitud es suficientemente larga, llegando incluso a ser bidimensionales.

Para materializar los disenios fractales se pueden emplear ecuaciones concretas, como
mostramos en este estudio, que permiten representar la altura “z” en funcion de las
coordenadas “x” e “y” del plano horizontal “XY”. Dichas ecuaciones permiten la obtencion de
matrices de alturas asociadas a una cuadricula, segin el grado de detalle deseado (y
deseable, en funciéon de las capacidades de nuestros computadores y de la precision de los
equipos de fabricacién disponibles), que contienen la informacién necesaria para su
posterior empleo en programas de disefio (y fabricacion) asistido por computador, segiin se
detalla mas adelante.

El proceso se basa en la obtenciéon de las matrices de alturas Z(x,y) mediante sumatorios de
infinitos términos con ciertas componentes aleatorias, si bien a la hora de realizar los
calculos y obtener la informacion asociada a las matrices de alturas resulta suficiente con
extender los sumatorios de las expresiones siguientes hasta valores de n = 100 o menores.
Detallamos a continuaciéon el empleo de una expresion, basada en modelos fractales
fraccionales Brownianos, que nos permite obtener los disehos buscados:

Z(X,Y) = 2, (X, y) + m-ick A *sin(A[x-cos(B, ) + y-sin(B,) + A ])

k=1

En dicha expresion o, A, m actian como parametros de control y la dimension fractal viene dada
por 3 - a, en estos modelos y su impacto se puede observar en la Figura 1, mientras que Ax y By son
términos aleatorios basados en distribuciones normales. La altura de las irregularidades
puede controlarse adicionalmente en base a modificaciones en el parametro “A”. Los
términos aleatorios ayudan al biomimetismo puesto que las estructuras corporales
presentan siempre ciertas irregularidades.

Una vez obtenida la matriz de alturas, que proporciona las coordenadas (X, y, z) de los puntos
utilizados para definir la superficie destinada a acoger a las células y tejidos para su crecimiento, se
pueden utilizar conversores de formato que permiten pasar desde la informacion incluida en matrices
que definen superficies de objetos, hasta un formato tipico .stl, entre otros validos, que sea reconocible
por la mayoria de maquinas de fabricacién automatizada y fabricacion aditiva y utilizable también por
numerosos programas de disefio asistido por computador “CAD”.

Tras la obtencion de la superficie fractal buscada en un formato reconocible por herramientas “CAD”
se pueden realizar tareas adicionales de disefio y todo tipo de operaciones basadas en dicha geometria
(extrusiones para obtener un espesor que aporte consistencia, simetrias para obtener substratos con
geometria fractal en caras opuestas, vaciados, operaciones booleanas), con lo que se aporta
versatilidad a los disefios de substratos realizables y se controla mejor su adaptabilidad al tipo de
células y tejidos, cuyo crecimiento se quiera promocionar. La Figura 2 muestra los ejemplos de
geometrias CAD 3D objeto de este estudio, con detalles obtenidos a partir de modelos fractales.
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Figura 1. Superficies fractales fraccionales Brownianas: Efecto de la dimension fractal.
(Figura superior — dimension fractal = 2,2; figura inferior — dimension fractal = 2,6).
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Figura 2. Obtencion de modelos CAD de andamio fractal para ingenieria de tejidos y de microsistema
con canales fractales para estudios de motilidad celular.

Una vez detallado el proceso de disefio, la fabricacién automatizada de estas geometrias
complejas se explica en la siguiente seccion.

3. FABRICACION ADITIVA DE BIODISPOSITIVOS Y MICROSISTEMAS FRACTALES

A partir del disefio “CAD” se pueden utilizar diversas tecnologias de fabricacién, tanto
substractiva como aditiva, con movimiento automatizado en funcién de la geometria
disefiada. Asi por ejemplo se puede recurrir al empleo de centros de mecanizado por control
numeérico en los que una herramienta realiza pasadas progresivas sobre un bloque de
material, para llegar al substrato disefiado. Dentro de las tecnologias de fabricacién por
arranque de material que pueden ser de utilidad en la obtencién de este tipo de substratos
cabe citar también el micromecanizado por arranque de viruta, el micromecanizado laser y
otras tecnologias de ablacién laser.

También se puede recurrir al empleo de tecnologias de fabricacion aditiva, a veces también
e

denominadas de impresion 3D, de fabricacién rapida o de “rapid manufacturing”, con las

que las geometrias alcanzables son aun mas complejas al fabricar las piezas de forma

aditiva o “capa a capa”, con lo que se pueden conseguir ciertas estructuras huecas o

porosas imposibles de obtener por mecanizado convencional, asi como geometrias fractales.

La Figura 3 muestra el empleo de fotopolimerizacion capa a capa para obtencion de los
prototipos de andamio fractal para ingenieria de tejidos y de microsistema con canales
fractales en resina acrilica. Su principal problema radica en que el material resulta toxico
para posteriores estudio ex vivo con células, por lo que es necesario recurrir a procesos de
copiado rapido de formas para obtenciéon de moldes de PDMS, en los que luego colar otros
materiales adecuados o directamente copiar las geometrias empleando biomateriales, segiin
detalla la siguiente seccion.

Figura 3. Prototipo de andamio fractal para ingenieria de tejidos y de microsistema con canales fractales.
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4. OBTENCION DE REPLICAS EN BIOMATERIALES

A partir de los modelos iniciales se pueden obtener moldes rapidos por copiado de formas,
en los que realizar posteriormente preseries de prototipos y series cortas, por colada de
multiples materiales para poder comparar las propiedades de diferentes substratos o para
obtener substratos para diferentes aplicaciones. En estos moldes rapidos se puede colar
también cera para posterior obtencién de moldes ceramicos y colada a la cera perdida de
metales de alto punto de fusion, para la obtencién de substratos mas robustos.

Esta opcion resulta una alternativa mas econémica que la opcion de fabricar moldes de
inyeccién convencionales, por procesos de electroerosiéon o de arranque de viruta, que lleven
a la obtencién de improntas con superficies fractales, en las que inyectar todo tipo de
polimeros termoplasticos e incluso metales. Si bien mas cara, por el elevado precio de los
moldes de inyeccién, esta ultima opciéon es mas adecuada de cara a la produccion de series
largas de substratos para ingenieria de tejidos y crecimiento de células. Sin embargo de cara
a tareas de investigacion las opciones comentadas aqui resultan mas adecuadas.

En aplicaciones especificas puede requerirse una porosidad adicional para un substrato
concreto y puede recurrirse a tecnologias especiales de inyecciéon (de polimeros
fundamentalmente) en moldes, como la inyeccion asistida por gas o la inyeccion asistida por
fluidos supercriticos, con las que se obtienen piezas de baja densidad y elevada relacién
superficie/volumen capaz de promocionar y acelerar numerosas reacciones biolégicas,
necesarias para el crecimiento celular. También se pueden realizar coladas con agentes
porogenos (sal, agua, cera...) que tras obtencién de la pieza se eliminan por disolucién o por
calentamiento, obteniendo estructuras finales porosas. En todo caso se detallan unos
ejemplos concretos a continuacién de posibles alternativas.

La Figura 4 muestra la colada de cera de abeja en un molde de PDMS obtenido por copiado
de formas sobre un bastidor en el que previamente se habian situado los modelos maestros
obtenidos por fabricacién aditiva, asi como la réplica del microsistema para estudio de
motilidad celular finalmente obtenida. La Figura 5 muestra dicho bastidor, sobre el que se
colocan los modelos maestros y la obtencién de un biogel apto para posteriores pruebas, al
que se llega tras proceso sol-gel empleando agar de la serie “Texturas” de Ferran Adria,
comercializado por Sole-Graells. Dicho biogel se extrae del molde y se corta adecuadamente
para disponer de las distintas réplicas para estudios posteriores.

También es posible recurrir a procesos de moldeo por compresion en caliente, con los que
incluso acometer la fabricacion en serie de réplicas sobre los modelos maestros. En nuestro
caso hemos empleado policaprolactona (Mindsets Online) adquirida en forma de granza y
que, tras calentamiento por encima de su transicion vitrea sobre 60°C, puede moldearse de
forma artesanal o en serie por compresion sobre los prototipos originales, obteniendo asi
prototipos como el de la Figura 6. Dicha policaprolactona es comunmente utilizada en
procesos asociados a la Ingenieria de Tejidos, como apoyo a tareas de crecimiento de células
y estudios asociados.
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i

Figura 4. Réplicas obtenidas en cera de abeja por colado en moldes rdpidos de PDMS.
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Figura 5. Copiado rapido de formas por procesos sol-gel empleando agar.

Figura 6. Réplicas obtenidas en policaprolactona por compresién en caliente.
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5. CONCLUSIONES PRINCIPALES Y PROPUESTAS FUTURAS

El presente estudio ha recogido, tanto el proceso de disefno asistido por computador de
diferentes geometrias fractales y microsistemas basados en ellas, como la fabricaciéon aditiva
de las mismas por foto-polimerizacién capa a capa. Se ha incluido también la obtencién de
réplicas de dichas geometrias y microsistemas, mediante copiado rapido de formas y
procesos sol-gel, con la intencion de obtener prototipos en materiales biocompatibles
(PDMS, cera, agar, policaprolactona), en lo que constituye una novedosa propuesta
alternativa para disenar y fabricar prototipos de microdispositivos con maultiples
aplicaciones en ingenieria de tejidos también analizadas.

Futuras pruebas ex vivo ayudaran a validar de forma adicional las ventajas de los disefios
presentados y del empleo de texturas fractales, de cara a seleccionar las combinaciones de
geometria-material mas adecuadas para distintas aplicaciones y distintos tipos de tejidos
objetivo.

El empleo de diferentes recubrimientos superficiales, por ejemplo aplicando tecnologias de
deposicién fisica o quimica de vapor (PVD y CVD), con lo que las caracteristicas de contacto
y de biocompatibilidad pueden adaptarse, de forma adicional, a la aplicacion final y asi
potenciar el crecimiento de tejidos biologicamente estables, es también una interesante linea
de continuacién.
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