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DESCRIPCION

Tinta de colageno para impresién en 3D

La presente invencion se refiere a una tinta de colageno para la impresion en 3D. La presente

invencién también se refiere al método de obtencion de la tinta y a los usos dados a la misma.

Antecedentes de la invencion

La impresién 3D es una técnica muy utilizada en el area de la biologia y la medicina donde se
obtienen estructuras biolégicas para prestar un servicio a la medicina regenerativa y a

estudios bioldgicos.

Las tintas para poder ser utilizadas en impresién 3D, deben de tener unas propiedades fisicas
adecuadas en cuanto a, por ejemplo, viscosidad, elasticidad, porosidad y firmeza, pero
también deben ser compatibles con diferentes aplicaciones como el desarrollo de tejidos, por
lo que deben poseer unas caracteristicas bioldgicas adecuadas para ello. La tinta debe ser lo
suficientemente fluida para facilitar la extrusion a través de la boquilla de la impresora y la

estructura impresa debe de mantenerse integra en el tiempo a pH fisiolégico.

Ejemplos de materiales utilizados en tintas para aplicaciones bioldgicas son alginatos, fibrinas

y colageno.

El colageno es una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza y es el responsable de
mantener la integridad estructural de los tejidos. El colageno es el material mas utilizado en
aplicaciones con células ya que es el componente mas abundante en la matriz extracelular;
este material se utiliza por ejemplo como matriz de apoyo para ayudar al crecimiento celular.
Las fibras de colageno tienen unas secuencias de aminoacidos determinadas, las cuales
permiten que las células puedan adherirse y proliferar. Las matrices de colageno son muy
utiles y han producido varios avances biologicos importante, sin embargo, no ha sido
desarrollada una matriz conformada por 100% de colageno que sea Optima. Las
composiciones conformadas solo por colageno son a partir de colageno soluble y no suelen
tener la consistencia y firmeza suficiente para ser utilizadas como tintas que mantengan la
integridad de la estructura impresa sin ayuda de agentes reticulantes o no presentan una

configuracion nativa.



10

15

20

25

30

35

ES 2904 272 Al

En el caso del colageno para que presente la viscosidad y firmeza suficiente para ser utilizado
como tinta se puede presentar en forma de hidrogel. Un ejemplo de esto se encuentra en la
patente con numero de publicacion CN106581753 que describe un hidrogel bioldgico para la
impresion 3D de una matriz para el crecimiento de tejido dérmico. El hidrogel comprende de
1%-15% de celulosa nanocristalina, 65%-98% de colageno y 0.01%-20% de un agente de
reticulaciéon. Este tipo de hidrogeles tienen la viscosidad adecuada para ser utilizado como
tintas, pero el constructo que se obtiene con ella pierde su integridad si no se afiade un agente

reticulante al colageno para que puedan realizar su funcion.

Para dar al colageno las caracteristicas necesarias para ser utilizado como una tinta de
impresion 3D en aplicaciones biologicas se ha utilizado la estrategia de funcionalizar el
colageno. Un ejemplo es la patente con numero de publicacion CN106237383 que describe
microfilamentos de colageno funcionalizados con un factor de crecimiento que promueve el
crecimiento y la diferenciaciéon celular. En este caso se hace ademas una clasificacion y
seleccién previa de las fibras obteniéndose fibras de muy pequeino tamafio, ajustando dicho
tamano para que sea menor del diametro de la aguja de la cabeza de extrusion (por ejemplo,
una aguja de 27G, tiene un diametro interno de 210um), se parte de un colageno soluble
extraido mediante con tensioactivos como SDS vy triton y ademas éste se modifica con otra
molécula para obtener resultados éptimos. No se indica ademas datos reoldgicos ni de la
firmeza de la tinta conseguida, ni de su imprimibilidad ni de la integridad de los constructos

obtenidos. En dicha patente se seleccionan fibras de 100, 75, 38 y llegando hasta 25um.

Otras estrategias que se han utilizado para la produccién de matrices de colageno para la
impresion 3D son la impresion criogénica que permite la deposicion de una solucidon de

colageno de baja viscosidad a temperaturas bajo cero y realizando el entrecruzamiento in situ.

Los métodos de extraccion y purificacion aplicados actualmente para procesar el colageno
reducen notablemente su densidad de reticulacion con el consiguiente impacto en las

propiedades relevantes y la respuesta bioldgica.

Por lo tanto, por lo que se desprende del estado de la técnica es necesario el desarrollo de
tintas en base a colageno fibrilar, que no se haya desnaturalizado y que tenga la consistencia
y firmeza suficiente para ser utilizadas como tintas en la impresion 3D sin ayuda de agentes

reticulantes.
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Descripcion de la invencion

El colageno es la proteina mas abundante dentro de la matriz extracelular de los tejidos
conectivos tales como piel, hueso, cartilago y tendén de los mamiferos y comprende mas del

90% de su peso seco.

La unidad esencial del colageno esta constituida por tres cadenas de polipéptidos que
aparecen entrelazadas formando una triple hélice, constituyendo una unidad macromolecular
denominada tropocolageno. Las moléculas de tropocolageno se agrupan entre si

constituyendo fibras de colageno.

En la presente invencion se ha desarrollado una tinta de colageno para impresion 3D con una
viscosidad adecuada para poder ser utilizada en las impresoras 3D y manteniendo el colageno
en su estado nativo. La tinta de la invencion se caracteriza por ser una dispersion de fibras de

colageno nativo en medio acuoso acido.

El medio acido permite que el colageno absorba agua y da lugar a un fluido extruible.

Por lo tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a una tinta de colageno para la
impresion 3D que comprende una dispersion de fibras de colageno nativo en medio acido en
una concentracion en peso comprendida entre el 0,1% y el 10% con un pH entre 0,5y 5, que
presenta una viscosidad comprendida entre 10 centipoises (cP) y 50 millones de centipoises
(McP) (método Brookfield a una temperatura entre 18°C y 22°C) y donde la dispersiéon de
fibras comprende fibras cuyo longitud, medida a un pH entre 1 y 2, se encuentra en un rango

de 1 ym a 2500um y su diametro en un rango de 0.1um a 180um.

Las fibras en la tinta de la invencién presentan un amplio rango de longitudes y diametros y
no es necesaria una clasificacion para obtener y seleccionar las fibras de tamafio pequeno de
la tinta. La tinta es imprimible a pesar de que puede tener un elevado porcentaje de su masa
con fibras de elevado tamafio, con fibras mayores de 1 mm de longitud y con diametros que
pueden ser superiores al diametro interno de la cabeza de extrusién de la impresora, por

ejemplo, 22G= 152um.

La fibra de colageno de la invencion mantiene la estructura molecular de triple hélice sin
desnaturalizarse. La fibra puede absorber agua e hincharse, con diametros que se encuentran

principalmente entre 5um y 35um, mientras que dichas fibras estarian ausentes en caso de
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desnaturalizacion e hidrodlisis.

Como hemos mencionado la molécula de colageno es una molécula alargada constituida por
tres cadenas polipeptidicas enrolladas entre si constituyendo una triple hélice estabilizada por
interacciones o enlaces por puente de hidrogeno, esto es la estructura del colageno nativo.
Cuando el colageno se desnaturaliza por ejemplo calentandolo en presencia de agua o
calentandolo a valores de pH extremos se separan dichas cadenas y disuelven formando una
gelatina. La formacion de la gelatina se debe a la ruptura de los enlaces de hidrogeno que
estabilizan la triple hélice de colageno, el proceso de transformacion de colageno en gelatina
es considerado un proceso tipico de desnaturalizacién. En la presente dispersion de fibras de

colageno no hay gelatina o no es significativa su presencia.

En la presente descripcion se entiende por “colageno nativo” al colageno que no ha sido

desnaturalizado, hidrolizado o gelatinizado, totalmente o significativamente.

La tinta de la invencion se presenta en forma de una dispersion en medio acido de colageno
nativo fibrilar de tamafo optimizado, obtenido a partir de una fuente biolégica de colageno,
normalmente consistente en grandes haces y/o agregados fibrilares sometida a tratamientos
que, preservando la estructura nativa, desencadenan la desintegracion en fibras de menor
diametro y longitud las cuales permiten formular fluidos con las caracteristicas reoldgicas

idéneas para una correcta impresién 3D.

Las estructuras que se obtienen con la tinta de la invencién mediante impresién 3D son
estructuras estables y resistentes de colageno fibroso no soluble y nativo, sin necesidad de

utilizar reticulantes.

Es importante que la tinta comprenda colageno nativo ya que en el medio natural el colageno
no es soélo una proteina estructural y de soporte, sino que interactia especificamente con
otras biomoléculas, media en la adhesién celular y guia funciones celulares. En la medida que
la tinta de la invencién conserve la estructura nativa, cuando la tinta se utilice en impresiones
para aplicaciones biomédicas podra mantener sus caracteristicas en relacion con sus

funciones fisioldgicas.

Un segundo aspecto de la invencion es el procedimiento de obtencién de la tinta de colageno
que comprende las etapas de:

a) lavar, y trocear un tejido que contiene el colageno;
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b) macerar quimicamente el tejido troceado;

c) lavar con agua el producto obtenido de la etapa b);

d) ajustar el pH del producto lado obtenido en c), a valores entre 0,5 y 5 para hinchar el
producto lado de la etapa c):

e) picar mecanicamente el producto de la etapa d);

f) dispersar en agua hasta una concentracion en peso preferiblemente entre el 0,1% y el
10%.

La matriz de colageno presenta baja inmunogenicidad, buena biocompatibilidad vy
biodegradabilidad, interactua especificamente con otras biomoléculas, contiene secuencias
especificas que median la regulacion de la morfologia, adhesion, migracion y diferenciacion
de células. La tinta de la invencién tiene la viscosidad adecuada para pasar por la boquilla de

impresién 3D.

Por lo tanto, el tercer aspecto de la invencion se refiere al uso de la tinta de la invencién en la

impresion 3D.
El cuarto aspecto de la invencion se refiere a la estructura que comprende la tinta de la
invencién. Una de las ventajas de esta estructura es que es altamente biocompatible y
reabsorbible.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una malla impresa con la tinta de la invencion a modo de andamio

biodegradable para el cultivo de células.

La Figura 2 muestra el cultivo de las mallas con fibroblastos de células embriénicas murinas

en la malla de la Figura 1 tras dos dias de cultivo obtenidas a dia 2 (10X).

La Figura 3 muestra el cultivo en el dia 5.

La Figura 4 muestra el cultivo en el dia sexto de desarrollo.

La Figura 5 muestra el grafico de barrido de esfuerzo de las muestras 531-010, 531-020.

La Figura 6 muestra el grafico de barrido de esfuerzo de las muestras 431-010, 431-020.
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La Figura 7 muestra el constructo impreso con la tinta de la invencion.

Las Figuras 8A-8F muestran diferentes construcciones realizadas con la tinta. Las figuras 8B,
431-010 y 8F corresponden a los constructos A, Cy E tras neutralizar y ajustar a pH fisiolégico
(pH 7,4).

La Figura 9 y 9B muestra imagenes por microscopia optica de particulas individuales de la

tinta de la invencién 531-010 diluida al 0.1% y teiidas con Sirius Red.

Descripcion de una realizaciéon preferida

Como se ha comentado mas arriba el primer aspecto de la invencién se refiere a una tinta de
colageno para la impresién 3D que comprende una dispersion de fibras de colageno nativo
en medio acido en una concentracién comprendida entre el 0,1% y el 10% con un pH entre
0,5 y 5, que presenta una viscosidad comprendida entre 10 cP y 50 McP (segun método
Brookfield descrito en Ejemplo 3 y a una temperatura entre 18°C y 22°C,) y donde la
dispersion de fibras comprende fibras cuyo longitud, medida a un pH entre 1y 2, se encuentra

en un rango de 1uym a 2500um y su diametro en un rango de 0.1um a 180um.

De manera preferente el 90% de la masa de fibras de colageno de la dispersion comprende

fibras cuya longitud se encuentra en un rango de 50um a 2500um.
De manera preferente el 75% de la masa de fibras de colageno de la dispersion comprende
fibras cuya longitud se encuentra en un rango de 50pm a 1000um y el 50% entre 100 ym vy

500 pm.

De manera preferente el 80% de la masa de fibras de coldgeno comprende fibras cuyo

diametro se encuentra comprendido entre Sum y 35um.

De manera preferente la concentracion esta comprendida entre el 1% y el 5%.

De manera preferente el pH se encuentra comprendido entre pH 1y 3.

De manera preferente la viscosidad esta comprendida entre 2 McP y 15 McP.

Una caracteristica de las matrices de colageno de la invencion es la integridad de la misma
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tras neutralizarla hasta pH fisioldgico.

Una caracteristica de las matrices de colageno de la invencion es la integridad de la misma
tras neutralizarla hasta pH fisioldgico. Entre las posibles aplicaciones de la tinta de la invencién
se encuentra la impresion de matrices para el cultivo celular y de tejidos. En ese caso es muy
ventajoso que el colageno sea nativo ya que de esta manera se asemeja mas a la estructura
original del colageno replicando con mayor semejanza el entorno original en el que tiene lugar
la proliferacién celular en el organismo. Sorprendentemente, el constructo o matriz obtenida
es lo suficientemente rigido para mantenerse integro y firme en el tiempo a pH fisioldgico.
Preferentemente la tinta que se utiliza en estas aplicaciones comprende una dispersiéon de
fibras de colageno nativo en medio acido en una concentracién comprendida entre el 2% vy el

5% con un pH entre 1y 3.

Un uso preferente de la tinta descrita en el parrafo anterior es la construccién de matrices para

el cultivo de células y tejidos.

Como se ha dicho el segundo aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de obtencién
de la tinta de la invencion a partir de un tejido con contenido en colageno que comprende las

etapas de:

a) lavar, y trocear un tejido que contiene el colageno;

b) macerar quimicamente de manera controlada el tejido troceado;

c) lavar con agua el producto obtenido de la etapa b);

d) ajustar el pH del producto lado obtenido en c), a valores entre 0,5y 5 para hinchar el
producto lado de la etapa c):

e) picar mecanicamente el producto de la etapa d);

f) dispersar en agua hasta una concentracion preferiblemente entre el 0,1% y el 10%.

De manera preferente el tejido que contiene colageno es tejido conectivo. De manera
preferente el tejido conectivo se selecciona entre: dermis, hueso, tendoén, cartilago, intestino.
De manera preferente el tejido conectivo es tejido de dermis y mas preferentemente el

colageno se extrae de la capa denominada corium.

En cuanto al origen del tejido conectivo, este puede provenir de cualquier fuente animal. En
una realizacion particular el tejido conectivo es de origen bovino, ovino, porcino, aviar, de

pescado o una mezcla de los mismos. De una manera preferida, el tejido conectivo es de
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origen bovino y de un animal de una edad superior al afio. Preferentemente entre 1y 3 afios.

Mas preferentemente antes de la etapa a) cuando el tejido conectivo es la dermis, ésta se
depila y blanquea. De manera preferente junto a la etapa a) de lavado se realiza una etapa
de blanqueamiento con agentes oxidantes débiles. Un ejemplo de agente oxidante débil es el

peréxido de hidrogeno diluido.

De manera preferente la etapa b) se realiza en presencia de un agente alcalino por ejemplo
hidréxido de calcio, hidroxido de sodio, en presencia o en ausencia de enzimas. De manera
particular la etapa b) se realiza con sales de sulfuro y tratamientos alcalinos, como por ejemplo
Na.S y Ca(OH)z.

De manera preferente los acidos utilizados para acidificar en la etapa d) se seleccionan entre:

clorhidrico, lactico, acético, citrico. Preferentemente se acidifica hasta pH entre 1y 3.

De manera preferente la etapa f) de preparar una dispersién acuosa de colageno fibroso se
realiza a una concentracion comprendida entre el 1% y el 5%. Mas preferentemente entre el
2%y el 5%.

De manera particular se prefiere someter la dispersion obtenida en la etapa f) a un proceso
de homogenizacion mecanica consistente en someter la dispersion a una fuerza de cizalla
haciéndolo pasar por una rendija a alta presion, preferiblemente a una presion minima de 50

atmosferas. Preferentemente entre 50 atm y 100 atm.

En el Ejemplo 3 y en las Figuras 5 y 6, se muestra que el proceso de homogenizacién provoca
un cambio en la reologia de la tinta de la invencion. La masa homogeneizada es capaz de
soportar mas esfuerzo sin perder su estructura. El valor del médulo elastico (G’) de la masa
de colageno se mantiene constante al aplicar mayores fuerzas de deformacion que en el caso

de la masa no homogeneizada.

La presente invencion también se refiere al producto obtenido por el procedimiento de la

invencion y por todas sus materializaciones descritas en los parrafos anteriores.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos tienen unicamente caracter ilustrativo de esta invencion, y no deben
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ser interpretados en sentido limitativo de la misma.

Ejemplo 1

Para preparar la tinta de la invencién se parte de piel bovina de animal de 18-26 meses que

se somete a un proceso estandar de depilacion (p.ej. con una sal de sulfuro como NayS).

A continuacién se divide la piel y se extrae la dermis de donde se obtiene el colageno.

Tras varios lavados con agua y blanqueado con un agente oxidante blando (por ejemplo,
peroxido de hidrogeno diluido), se lima el material con hidréxido de calcio en las condiciones
de tiempo y temperatura que el material precise para su adecuada maceracion. A continuacion
se vuelve a lavar con agua los restos de reactivo y se acidifica con HCI concentrado (33%).
Se pica con ayuda de un grinder y se diluye con agua hasta obtener una dispersion de

colageno en agua al 2.9% en colageno. El pH resultante es 3,1.

Ejemplo 2

La dispersién del Ejemplo 1, se imprimié una matriz con forma de malla (5X2.5cmy 1.2 mm
de tamafio de poro) con una impresora 3D a una velocidad de 3 mm/s usando una cabeza de
extrusion de aguja con nozzle 24G en una placa de Petri de 10 cm, a modo de andamio como

sustrato para el cultivo celular.

Una vez se imprimio la malla, se sumergiéo en NaOH 50 mM hasta cubrir la malla para elevar
el pH y asi provocar que el colageno coagule. Una vez coaguld se lavo con solucién tampén
de fosfato (PBS) a pH 7,4 en cantidad suficiente para cubrir la malla y posteriormente se
sumergio en medio de cultivo enriquecido con antibidticos. Es de destacar que esta dispersion

de la invencion se imprime y se coagula a temperatura ambiente y sin afiadir reticulantes.

Se cultivaron fibroblastos de células embridnicas murinas en la malla. Se re suspendieron un
total de 300.000 células.

En la Figura 2 se muestra el cultivo de las mallas con fibroblastos obtenidas a los 2 dias. En
la Figura 3 se muestra el cultivo al quinto dia. La placa de cultivo esta a una confluencia del
100% y se empiezan a observar tactismos y crecimiento dirigido de las células con el material.

La Figura 4 muestra el cultivo al sexto dia de desarrollo. Algunas células crecen siguiendo la
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direccion de las fibras de colageno de la malla.

Ejemplo 3 Reologia de la tinta

Para ello se utilizé un Redmetro de esfuerzo controlado “Modulate Advanced Rheometer
System” MARS 40 (Thermo Haake) equipado con un rotor placa-placa de 20mm. Se realiz6
un ensayo oscilatorio de barrido de esfuerzos en un rango de esfuerzo (v) 1 Pa a 15000Pa a
una frecuencia fija de 1Hz manteniendo una distancia entre platos de 0,8 mm a una
temperatura de medida 15,0°C. Previamente al ensayo se dej6é atemperar durante 10 minutos
la muestra entre los platos una vez se ha llegado al gap de 0,8mm, para asegurar la

temperatura de medida.

El barrido de esfuerzos a una frecuencia fija permite identificar la zona de viscoelasticidad

lineal.

Las medidas oscilatorias en la zona de viscoelasticidad lineal son de gran importancia porque
la respuesta del material va a ser solo dependiente de la estructura del mismo e independiente

de parametros reoldgicos como el esfuerzo o la deformacion.

Durante el ensayo se va representando el valor de G’ y G” (eje de ordenadas) en funcion del
esfuerzo (eje de abscisas). Los valores de crossover, LVR y limite de fluidez corresponden al

esfuerzo, es decir, eje de abscisas

El mddulo elastico o de almacenamiento (G’) esta asociado con la energia almacenada en el
material mientras que el médulo viscoso o de pérdida (G”) esta asociado con la energia

disipada por el material.

El crossover es el punto en el que la G’y G” se igualan. Coincide con el valor del esfuerzo
de cizalla oscilatorio donde se cruzan las curvas de G’ y G”, y por tanto es el valor de esfuerzo
a partir del cual la masa deja de comportarse como un material elastico y empieza a

comportarse como un fluido viscoso.
Los valores de crossover de las masas homogeneizadas son aproximadamente un 40% mas

altos que de la diluida, lo que implica que la masa mantiene su comportamiento elastico a

mayores esfuerzos, y, por tanto, es capaz de soportar mas esfuerzo sin perder la estructura.
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El barrido de esfuerzos permite determinar el punto de fluencia del material. El valor del
modulo elastico permanece constante mientras el material no fluye (comportamiento sélido),
pero su valor desciende cuando el material empieza a fluir. El valor del médulo elastico al cual
el material empieza a fluir es el Limite de Fluidez e indica el punto a partir del cual la masa
empieza a sufrir una deformacién permanente. Hasta ese punto la deformaciéon que sufria la
masa era recuperable, y por eso el valor de G’ y G” era constante, pero a partir del limite de
fluidez ahi la masa empieza a perder su componente elastica y aumenta la componente
viscosa, hasta que en el crossover se igualan y empieza a comportarse como un fluido
viscoso. Las Figuras 5 y 6 muestran los graficos de barridos de esfuerzos de las muestras
531-010, 531-020 y 431-010, 431-020.

Las muestras 531-010 y 431-010 son equivalentes a las del ejemplo 1 pero a concentraciones
de colageno del 4,8+0.1%. En el caso de las muestras H (431-020 y 531-020) son las mismas
dispersiones, pero tras haber sido sometidas a un proceso de homogeneizacion de alta
presion en un homogeneizador industrial que basicamente consiste en hacer pasar la masa

por una rendija con ayuda de un piston y a una presion entre 50 y 300 atmdsferas.

Las masas diluidas y homogeneizadas 531-020 y 431-020 tienen un Limite de Fluidez mas
elevado que las diluidas sin homogeneizar 531-010 y 431-010, y por tanto pueden ser
sometidas a un esfuerzo mayor manteniendo intacta su componente elastica y, en definitiva,
sus propiedades estructurales.

Tabla 1 Datos de reologia de las tintas 531-010, 431-010, 531-020 y 431-020 de la invencion

tras realizar un barrido de esfuerzos a una frecuencia de 1 Hz

Crossover Ll'm?te de Viscosidad
Muestra | G' (Pa)* | G" (Pa)* fluidez .
(Pa) (Pa) (illMcP)
531-010 9558 1049 1654 1025 23,3
431-010 10292 1149 1706 1129 28,5
531-020 8218 742 2682 1453 6,5
431-020 9661 860 2941 1691 5,3

*Corresponde al valor de G’ y G” durante los primeros 100 segundos de analisis, asegurando que se encuentra en

la fase lineal de la curva

Una manera rapida de cuantificar el grado de degradacion e hidrdlisis del colageno nativo
consiste en determinar la fraccion soluble a 10% de sulfato amonico tras centrifugar a 18.000
rpm. Posteriormente se cuantifica el contenido de proteina de colageno en dicha fracciéon con
el método Biuret y el resultado se expresa en porcentaje respecto al porcentaje de colageno,

cuantificado previamente mediante el método Biuret. Dicha fraccion aparece especialmente
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en colagenos deteriorados.

Posteriormente se cuantifica el contenido de proteina de colageno en dicha fraccion con el

método Biuret y el resultado se expresa en porcentaje (Tabla 2).

Tabla 2. % de solidos, y fraccion soluble.

% %fraccion
Muestra
Solidos | soluble

(531-010)Sin

homogeneizar | 4,8 ND
(531-020)Tras
homogeneizar | 4,8 ND

e ND: No detectada

Se midio la viscosidad de la dispersion de la invencion.

La viscosidad de las tintas de la invencion se determind mediante el viscosimetro Brookfield
modelo DV2T HBT (Brookfield Ametek). La viscosidad se calcula a partir del torque medido

en funcion del husillo seleccionado y la velocidad de rotacion.

Los husillos utilizados para este método son los de T invertida. (Helipath with T-Bar Spindle).
A continuacién, se indican los rangos de viscosidad que mide cada husillo para dicho

modelo de viscosimetro.

T-Bar Spindle | Spindle code | SMC Viscosity (cP)

T-A 91 20 16.000 — 16.000.000
T-B 92 40 32.000 — 32.000.000
T-C 93 100 80.000 — 80.000.000
T-D 94 200 160.000 — 160.000.000
T-E 95 500 400.000 — 400.000.000
T-F 96 1000 800.000 — 800.000.000

* EI SCM (Spindle Multiplier Constant) es una constante caracteristica de cada spindle usada

para convertir la medida del torque en viscosidad.
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Para rangos de viscosidad inferiores, masas de concentracion igual o inferior al 2% de

colageno, se usan otros husillos:

Spindle Rango viscosidad (cP)
HB-1 2.096 - 20.960

HB-2 8.880 - 88.800

HB-3 42.800 - 428.000
HB-4 434.400 - 4.344.000
HB-5 170.400 - 1.704.000

El equipo se configura de manera que haya que indicar el husillo que se utiliza y la velocidad

de rotacién y él mismo hace la conversion a la viscosidad en cP.

Para ello se colocé la masa en un vaso de precipitados de 250 ml. La temperatura de la masa
estuvo en un rango comprendido entre 18°C y 22°C. Se emple6 el husillo correspondiente en
funcion de la viscosidad esperada de la masa. Asi, para las masas homogeneizadas (531-
020) se uso el 94, mientras que las no homogeneizadas (531-010) el 95. La velocidad de

rotacion fue de 1.0 RPM y se tomaron 250 medidas durante 4 minutos .

La medida de la viscosidad se redujo notablemente tras la homogeneizacion, resultando 23.3
y 6.5 McP para la 531-010 y 531-020 respectivamente (Tabla 1). Esta reduccion de la
viscosidad facilita notablemente la imprimibilidad de la tinta y reduce la presion necesaria para

imprimir la tinta con la impresora.

Ejemplo 4. Efecto del pH en la tinta

En este caso se ha comparado el comportamiento de la tinta de la invencién y de la tinta de
la invencién neutralizada. Es importante mantener la estructura y la firmeza del material tras
neutralizar hasta un pH fisioldgico y asegurar que la estructura y forma del constructo 3D que
se imprima se va a mantener lo suficientemente firme y permaneciendo estable en las
condiciones fisiolégicas requeridas para su uso en aplicaciones biomédicas en las que se
vayan a utilizar como soporte para crecimiento celular. Como se deriva de la siguiente tabla
(Tabla 3), a pesar de la reduccion del modulo elastico, el valor de G’ del material neutralizado
(531-010 Neutra y 531-020 Neutra) sigue siendo elevado. Por tanto, dicho material, se
mantiene lo suficientemente firme en el tiempo tras neutralizar hasta pH fisiolégico con
distintas bases y ponerlo en un medio similar a los medios de cultivo para células como

puedan ser: PBS, Solucién de Hank enriquecida con Calcio (HBSS-Ca) o equivalente.
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Se realiz6 un analisis reolégico mediante barrido de frecuencias que consistio en un ensayo
oscilatorio a un esfuerzo fijo de 100Pa haciendo un barrido de frecuencias en un rango de
0,01 Hz a 100 Hz y con un gap entre platos de 0,8 mm, siendo la temperatura de medida de
15°C. nn la siguiente tabla se representan los valores obtenidos para una frecuencia de 0.1
Hz, donde se puede observar que la estabilidad del material de la invencién del Ejemplo 3 a
una concentracion de colageno del 4.8%, tras neutralizarlo hasta pH fisiol6gico con NaOH

(0.05M) y equilibrarlo en PBS, mantiene un modulo elastico (G’) muy elevado:

Tabla 3 Parametros reolégicos de la tinta de la invencion pre y post neutralizacion hasta pH

neutro. Valores a una frecuencia de 0.1Hz.

Muestra G' (Pa) G" (Pa)

531-010 7800 800
531-010 Neutra 3400 400

531-020 6600 610
531-020 Neutra 3400 370

De esta misma manera, se determiné la estabilidad en el tiempo del material neutralizado.
Para ello, otro lote (lote 6) preparado como el gel de la invencion del Ejemplo 3 se neutralizo
con NH4OH (0.25%) o con NaOH (0.05M) y se ajusté a pH fisiolégico con HBSS-Ca. Se tom6
una cantidad de muestra de aproximadamente de 0.3 g aproximadamente y se afiadié agente

neutralizante hasta cubrirlo.

En la siguiente tabla se puede observar que el material, una vez neutralizado con NaOH y
tras ser lavado y equilibrado con PBS a pH fisiolégico , mantiene, a pesar de una caida inicial,
un modulo elastico elevado y estable en el tiempo, lo que confirma el mantenimiento de su
estructura en las condiciones fisiologicas equivalentes a las usadas para cultivo celular (37°C
y pH 7,4). Similar observacion se obtiene con otras bases como hidréxido aménico y otros
medios de equilibrado como HBSS-Ca, lo que confirma el mantenimiento de la forma del

constructo estable en los medios de cultivo habituales:

Tabla 4 Evolucion del médulo de almacenamiento o modulo elastico (G’) de la muestra 231-

020 neutralizada en el tiempo. Valores a una frecuencia de 0.1Hz.

G’ (Pa) Day Base

4675 0 NaOH
3242 7 NaOH
3038 14 NaOH

15



10

15

20

25

30

35

ES 2904 272 Al

Ejemplo 5. Impresion con la tinta del Ejemplo 3

Se realiz6 una impresion a una velocidad de extrusion de 2 mm/segundo ajustando la presion
del equipo en consecuencia (550kPa) y utilizando una cabeza de extrusion de aguja con
nozzle 22G. A pesar de ser una tinta con fibras de colageno no soluble, se aprecié la

continuidad en el constructo, como se ve en la Figura 7.

Ejemplo 6. Imprimibilidad de la tinta de la invencion.

En la Figuras 8A-8F se muestran ejemplos de estructuras obtenidas con la tinta del ejemplo
3 a una velocidad de extrusion de 5 mm/segundo ajustando la presioén la impresora 3D en

consecuencia. Se aprecia la continuidad en los constructos.

Las Figuras 8E-F corresponden a constructos 3 D de varias capas.

Las figuras 8B, 8D, 8F, corresponden a las mismas estructuras de la izquierda una vez
neutralizadas con NaOH 50 mM vy ajustado su pH a 7,4, pH fisioldgico, con PBS, pH adecuado
para una oOptima proliferacion celular. En todos los casos se mantiene la integridad de la

estructura y se permite su manipulacioén para aplicaciones como las indicadas previamente.

Cuando dicha tinta de la invencion fue preparada a concentraciones menores del 1%, se
observo una gran disminucion de la firmeza del constructo, con valores de viscosidad de 6.000
cP, para una tinta al 1% de colageno. Por lo tanto, estas condiciones no son optimas en el
caso de que el constructo o matriz se vaya a neutralizar, pero la tinta puede ser util cuando la

estructura impresa no necesita la neutralizacion.

De manera similar ocurria si se reduce excesivamente el pH de la tinta, en las que la
elasticidad de la tinta 531-020 disminuia bajando el valor de G’ a 3900 Pay la viscosidad a
3,14 McP cuando el pH de la tinta era 0,6. Tras la impresion, el constructo perdia la firmeza

durante el proceso de neutralizacion.

La utilizaciéon de acido clorhidrico, lactico o acético durante la acidificaciéon de la etapa d) del
proceso de obtencién daba lugar a tintas perfectamente imprimibles y que mantenian la
integridad de los constructos tras la neutralizacion en los valores de pH y concentracion

anteriormente citados.
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Ejemplo 7. Analisis morfoldgico

Se realiz6 un analisis morfoldgico mediante analisis dinamico de imagen de las tintas 531-010
y 531-020 del Ejemplo 3. Para ello, la tinta se diluyé aproximadamente al 1% en agua
desionizada, y se ajusté a un pH aproximado de 1,5 con HCI 1 M. La muestra diluida se agité
en vortex durante 10 minutos a 2500 rpm y se diluyé 1/20 con agua desionizada.

Las mediciones se realizaron en un analizador de particulas Sympatec QICPIC / Lixell con
cubeta (0.5 mm de ancho) de flujo continuo en un rango de medicién de tamano de particula
de 4 - 2888 pm. Debido a la gran heterogeneidad de distribucion de particulas, tipica de las
suspensiones de colageno, se realizaron al menos 3 mediciones individuales de dos
submuestras. En total, se detectaron entre 1 y 3 millones de particulas por muestra.

Se realiz6 una evaluacion basada en la distribucion de longitud y diametro de fibra. Se calculd
la proporcién de fibras de cierta longitud o anchura en la masa total de fibras de colageno de
la muestra. En las Tablas 5 y 6 se indica la longitud y el diametro (en um) para los porcentajes
de 10, 16, 50, 84 y 90% de la distribucion acumulativa de las fibras de colageno en la masa

total, calculados a partir de los valores medios.

Tabla 5. Longitudes de fibras (um) correspondientes a los porcentajes acumulados de 10, 16,
50, 84 y 90% de masa total de fibras de colageno en las tintas de la invencion 531-010 y 531-
020.

10% 16% 50% 84% 90%
531-010 244 336 834 1775 2291
531-020 99 135 383 989 1235

Tabla 6. Diametros de fibras (um) correspondientes a los porcentajes acumulados de 10, 16,
50, 84 y 90% de masa total de fibras de colageno en las tintas de la invencién 531-010 y 531-
020.

10% 16% 50% 84% 90%
531-010 9.3 11.6 19.0 27.0 30.4
531-020 10.2 12.3 19.2 27.6 30.8

Como se aprecia en la Tabla 5, la muestra 9 D muestra una distribucién mas amplia de la
longitud de la fibra. El valor de la mediana es 838 um. Esto significa que el 50% de la masa
de fibras de colageno total de la muestra es proporcionada por fibras de longitudes mayores

de 838 uym. El 84% de la masa de colageno es proporcionada por fibras con una longitud de

17



10

15

20

ES 2904 272 Al

fibora de mas de 336 ym. Sin embargo, en la 531-020, la proporcion de fibras menores es
mucho mayor. Su valor de la mediana de 383 um es significativamente menor que para la
muestra 531-010. Esto significa que la mitad de la masa de colageno de la muestra 531-020
consiste en fibras con una longitud menor de 383 um, frente a 838 um en el caso de la 531-
010.

Por tanto, con la homogeneizacién se acorta el tamafio de las fibras y ello facilita el paso de
la tinta por la cabeza de extrusion y, en definitiva, su imprimibilidad, reduciendo la presion

necesaria para poder imprimirla con las impresoras comerciales.

La distribucion acumulativa de los diametros de las fibras de las muestras 531-010 y 531-020
(Tabla 6) son casi idénticas con un valor de la mediana de 19 uym, con un 80% de fibras en un

rango de diametro entre 10 ymy 31 pm,

Las Figura 9A y 9B muestran imagenes por microscopia optica de particulas individuales de
la tinta de la invencién 531-010 diluida al 0.1% vy tedidas con Sirius Red. Dichas figuras
permiten tener una imagen visual de las fibras presentes en la tinta de la invencion, donde se

observa claramente la amplia distribucion de longitudes y diametros de fibras.
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REIVINDICACIONES

. Tinta de colageno para impresién 3D que comprende una dispersion de fibras de

colageno nativo en medio acido en una concentraciéon comprendida entre el 0,1% y el
10% con un pH entre 0,1 y 5, que presenta una viscosidad comprendida entre 10 cP
y 50 McP (método Brookfield a una temperatura entre 18°C y 22°C) y donde la
dispersion de fibras comprende mas del 90% de fibras cuyo longitud, medida a un pH
entre 1y 2, se encuentra en un rango de 1um a 2500um y su diametro en un rango de

0.1um a 150um.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun la reivindicacion 1 caracterizado porque

al menos el 90% de la masa de fibras de colageno de la dispersion comprende fibras

cuya longitud se encuentra en un rango de 50um a 2500um.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun la reivindicacion 1y 2 caracterizado por

que el 75% de la masa de fibras de colageno de la dispersion comprende fibras cuya
longitud se encuentra en un rango de 50pm a 1000um.

y

Tinta de colageno para la impresién 3D segun la reivindicacién 1y 2 caracterizado por
que el 50% de la masa de fibras de colageno de la dispersion comprende fibras cuya

longitud se encuentra en un rango ntre 100 um y 500 ym.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun alguna de las reivindicaciones 1 a 4

caracterizado porque el 80% de la masa fibras de colageno comprende fibras cuyo

diametro se encuentra comprendido preferentemente entre 5um y 35um.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun alguna de las reivindicaciones 1 a 5

caracterizado porque la concentracion esta comprendida entre el 1% y el 5%.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun alguna de las reivindicaciones 1 a 6

caracterizado porque el pH se encuentra comprendido entre pH 1y 3.

. Tinta de colageno para la impresion 3D segun alguna de las reivindicaciones 1 a 7

caracterizado porque la viscosidad esta comprendida entre 2 McP y 15 McP.
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Procedimiento de obtencion de la tinta segun las reivindicaciones 1 a 7 a partir de un
tejido con contenido en colageno que comprende las etapas de:

lavar, y trocear un tejido que contiene el colageno;

macerar quimicamente de manera controlada el tejido troceado;

lavar con agua el producto obtenido de la etapa b);

ajustar el pH del producto lado obtenido en c) a valores entre 0,5 y 5 para hinchar el
producto lado de la etapa c):

picar mecanicamente el producto de la etapa d);

dispersar en agua hasta una concentracién preferiblemente entre el 0,1% y el 10%.

. Procedimiento segun la reivindicacion 8 caracterizado porque el tejido que contiene

colageno es tejido conectivo.

Procedimiento segun la reivindicacion 9 caracterizada porque el tejido conectivo es

tejido de dermis de la capa denominada corium.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9 caracterizada

porque el tejido conectivo es de origen bovino, con una edad entre 1 y 3 afios.

Procedimiento segun alguna de las reivindicaciones 8 a 11 caracterizado porque la

etapa c) se realiza en presencia de un agente alcalino

Procedimiento segun alguna de las reivindicaciones 8 a 12 caracterizado porque en la

etapa d) se acidifica entre 1y 3.

Procedimiento segun alguna de las reivindicaciones 8 a 13 caracterizado porque hay
una etapa de homogenizacion del precipitado obtenido en la etapa d) previo a la etapa

e).

.. Procedimiento segun alguna de las reivindicaciones 8 a 14 caracterizado porque la

dispersion acuosa de colageno fibroso se realiza a una concentracién que esta

comprendida entre el 1% y el 5%.

Uso de la tinta segun alguna de las reivindicaciones 1 a 8 en impresiones de

estructuras 3D.

18. Estructuras que comprenden la tinta segun alguna de las reivindicaciones 1 a 8
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Figura 2
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Figura 4

22



ES 2904 272 Al

100000
g
> 10000
Q
[C] - ('531-010
g === G"531-010
3 1000 — - G'531-020
R A Y G” 531-020
100 ,
1 10 100 1000 10000
tenPa
FIG. 5

100000
g
c 10000 -
-0
o \ — G'431-010
L - —  G"431-010
=
o 1000 T N S \ — = G'431-020

\\ ....... G” 431-020
100 . _
1 10 100 1000 10000
TtenPa
FIG. 6

23



ES 2904 272 Al

Figura 7
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