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DESCRIPCION
Impresion 3D utilizando materiales de cambio de fase como soporte
Antecedentes

El uso de un andamio tridimensional como plantilla para la regeneracion celular es fundamental para la ingenieria de
tejidos. La identificacion de la relacion de la respuesta celular en una superficie bidimensional (2D) con la de un objeto
tridimensional (3D) es cada vez mas importante a medida que la biotecnologia pasa de los cultivos celulares
convencionales 2D a 3D, que imitan mejor a sus homologos in vivo.

La generacion actual de topografia de superficie a escala de micrones a milimetro se basa en micropatrones, técnicas
de litografia o creacion rapida de prototipos basada en la integracion del disefio asistido por ordenador (CAD) 3D y la
impresion 3D o un método de capa aditiva, que requieren equipos o instalaciones especializadas, y que a menudo
implican métodos tediosos. Sustratos con geometria compleja, tales como andamios cilindricos, toroidales y esféricos
son dificiles de fabricar y requieren mucho tiempo con los métodos antes mencionados.

Las técnicas de procesamiento de andamios existentes han evolucionado a partir de los enfoques sustractivos mas
tradicionales, que implican la eliminacién constante de materiales, a los enfoques aditivos convencionales, que utilizan
la fabricacién de forma libre soélida mediante la adicién selectiva de materiales capa por capa. Los sistemas actuales
de impresién 3D disponibles comercialmente implican imprimir un soporte solido al mismo tiempo que la estructura
impresa, capa por capa. Después de imprimir, el material de soporte se lava y se desecha.

Una técnica de formacion libre es el electrohilado, un método que produce estructuras fibrosas no tejidas con diametros
de fibra en el rango de decenas de nanémetros a un micrémetro. La solucién de polimero utilizada se alimenta a través
de una jeringa y se extruye desde el hilador (punta de la aguja) conectado a una alta tension, donde se generan las
nanofibras. La técnica de impresién 3D también utiliza una boquilla dispensadora (cabezal de impresién de inyeccion
de tinta) en su proceso de formacion libre para depositar polvo de polimero y liquido de unién en cada capa.

El documento US 6.942.830 B2 describe un dispositivo y un método para la produccion de objetos tridimensionales.
Sumario

El objetivo de la invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que ilustra un aparato para imprimir tridimensionalmente de acuerdo con algunas
realizaciones.

La figura 2 es un esquema de un dispositivo para impresion tridimensional de acuerdo con algunas realizaciones.
La figura 3 es un grafico del limite elastico del fluido de silicona en funcion de la concentracion de material puro
(con 10 cst de aceite de silicona como disolvente) de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 4 ilustra (a) un esquema de la vista superior de un toro inestable y (b) y un ejemplo de la escala de longitud
mas pequefa (ac) que se puede lograr utilizando material de silicona de diferente limite elastico de acuerdo con
algunas realizaciones.

La figura 5 ilustra esquematicamente la impresion en un cartucho que contiene un gel granular como medio de
dibujo 3D.

La figura 6 ilustra estructuras que pueden formarse usando técnicas como las descritas en el presente documento,
incluyendo gotitas (a) toroidales, (b) en forma de media luna y (c) en forma de espiral (izquierda: vista superior;
derecha: vista lateral) de acuerdo con algunas realizaciones. Las barras de escala pueden representar 1 milimetro.
La figura 7 ilustra esquemas de tres variaciones de una configuracion de matriz de células que pueden formarse
usando técnicas como las descritas en el presente documento de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 8 ilustra ejemplos de (a) células de levadura y (b) células epiteliales de MDCK cultivadas en una gotita
toroidal que puede formarse usando técnicas como se describe en el presente documento de acuerdo con algunas
realizaciones, donde las células epiteliales pueden migrar hacia regiones de curvatura gaussiana negativa, y las
células de levadura no moviles pueden dividirse y crecer desde posiciones donde la poblacion se ha sedimentado
inicialmente.

La figura 9 ilustra la minimizacion de la tensién superficial con la impresiéon 3D de estructuras basadas en agua y
agua y aceite que pueden formarse usando técnicas como se describe en el presente documento de acuerdo con
algunas realizaciones.

La figura 10 ilustra un dibujo 3D de estructuras complejas, blandas y robustas que pueden formarse usando
técnicas como las descritas en el presente documento de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 11 ilustra redes vasculares 3D jerarquicas con relacion de aspecto variable que pueden formarse usando
técnicas como las descritas en el presente documento de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 12A es un diagrama de flujo de un método para imprimir tridimensionalmente de acuerdo con algunas
realizaciones.
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La figura 12B es un diagrama de flujo de otro método para imprimir tridimensionalmente de acuerdo con algunas
realizaciones.

La figura 13 ilustra las estructuras celulares extruidas en materiales de limite elastico para un estudio experimental
a modo de ejemplo de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 14 ilustra un sistema de extrusion 3D para un estudio experimental a modo de ejemplo de acuerdo con
algunas realizaciones.

La figura 15 ilustra estructuras extruidas para un estudio experimental a modo de ejemplo de acuerdo con algunas
realizaciones.

La figura 16 ilustra gotitas extruidas en materiales de limite elastico para un estudio experimental a modo de
ejemplo de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 17 ilustra la interaccién celular con gotitas extruidas que permite un estudio experimental a modo de
ejemplo de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 18 ilustra técnicas de calculo del estrés para un estudio experimental a modo de ejemplo de acuerdo con
algunas realizaciones.

La figura 19 ilustra la interaccion celular con diversas curvaturas para un estudio experimental a modo de ejemplo
de acuerdo con algunas realizaciones.

La figura 20 es una representacion grafica del esfuerzo de corte frente a la velocidad de corte para algunos
materiales ilustrativos de esfuerzo de deformacién con los que pueden actuar algunas realizaciones.

La figura 21 es un grafico del limite elastico frente al tiempo tixotropico para algunos materiales de limite elastico
con el que pueden actuar algunas realizaciones y, para comparacion, otros materiales que no son materiales de
limite elastico.

La figura 22 es un grafico del indice tixotrépico frente al tiempo tixotropico para algunos materiales de limite elastico
con los que pueden actuar algunas realizaciones y, para comparacion, otros materiales que no son materiales de
limite elastico.

Descripcion detallada

Los inventores han reconocido y apreciado que al imprimir en un material modificado temporalmente (por ejemplo, un
material tixotrépico o "de limite elastico"), se puede imprimir una estructura deseada sin tener que imprimir también
material de soporte. En su lugar, el material cambiado de fase puede convertirse en el material de soporte, conforme
al volumen impreso y volviendo a una fase que restringe el volumen. Los inventores han reconocido y apreciado que
este enfoque puede disminuir los costes y el tiempo de fabricacién en comparacion con los sistemas de impresion 3D
convencionales, para lo cual la tension superficial entre el material impreso y el material de soporte juega un papel
clave en la limitacién del tamafio minimo de la caracteristica que se puede imprimir. La impresion se puede lograr, por
ejemplo, inyectando un segundo material en el material cambiado de fase. El material cambiado de fase puede crearse
temporalmente, por ejemplo, en una region localizada de un material de limite elastico energizando esa region.

En algunas realizaciones, el material inyectado en el material modificado temporalmente puede ser miscible con él.
Los inventores han reconocido y apreciado que el tamafio minimo de la caracteristica que puede imprimirse puede
reducirse imprimiendo con un material tan miscible. En casos donde el material impreso es inmiscible con un material
de limite elastico de soporte, la competencia entre la tensién superficial y el limite elastico puede establecer un limite
en el tamafo de la caracteristica imprimible, comparable a la impresién 3D tradicional donde la inestabilidad de
Rayleigh-Plateau establece el tamarfio minimo de la caracteristica. Sin embargo, puede no haber tension superficial si
los dos materiales son miscibles, y el limite inferior tedrico sobre el tamafio de la caracteristica impresa puede
establecerse mediante (a) el tamafio de las particulas de microgel que constituyen el material de limite elastico, (b) el
tamafo de las particulas en el material impreso, o (c) el tamafio de la boquilla de extrusion. La mayoria de los sistemas
de impresion 3D de "creacion rapida de prototipos" utilizan materiales inmiscibles. El material impreso es normalmente
material organico hidrofébico, y el material de soporte es normalmente material hidrofilico soluble en agua. Por lo tanto,
el tamafio minimo de la caracteristica de la mayoria de las impresoras 3D disponibles comercialmente esta limitado
por la tensién superficial. Los inventores han reconocido y apreciado que la impresion de materiales en particulas en
materiales de limite elastico de particulas, ambos solubles en los mismos materiales, puede eliminar la limitacién de
la tension superficial, que puede evitar décadas de desafios tecnoldgicos asociados con la humectacion de la superficie
y la energia interfacial. Esta mejora puede ser posible para la impresion basada en "agua-agua" y la impresion basada
en "aceite-aceite"; las suspensiones acuosas en particulas se pueden imprimir en materiales de limite elastico
acuosos, Y las suspensiones de particulas solubles en aceite se pueden imprimir en materiales de limite elastico a
base de aceite.

Los materiales de limite elastico pueden ser sdélidos o en alguna otra fase en la que conservan su forma bajo tensiones
aplicadas a niveles inferiores a su limite elastico. En tensiones aplicadas que exceden el limite elastico, estos
materiales pueden convertirse en fluidos o en alguna otra fase mas maleable en la que pueden alterar su forma.
Cuando se elimina la tension aplicada, los materiales de limite elastico pueden volverse sélidos nuevamente. Por lo
tanto, los materiales de limite elastico pueden proporcionar una autocuracion, estructura de soporte autosellante en la
que se pueden imprimir estructuras complejas de disefio arbitrario. Muchos materiales de limite elastico son
particulados. Por ejemplo, los materiales de limite elastico pueden incluir paquetes densos de microgeles - particulas
microscopicas hechas de una red de polimero reticulada hinchada. Los microgeles pueden estar hechos de agua,
polimeros hidréfilos o de polimeros hidréfobos como PDMS.
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El estrés se puede aplicar a dichos materiales de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, se puede agregar energia
a dichos materiales para crear una carga de fase. La energia puede estar en cualquier forma adecuada, incluyendo,
mecanica, eléctrica, radiante o foténica, etc. Los inventores han reconocido y apreciado que los sustratos con
geometria compleja como tubos, toroides, esferas, cilindros, redes de recipientes jerarquicamente ramificadas, objetos
de alta relacion de aspecto y conchas delgadas cerradas, puede ser un desafio y llevar mucho tiempo fabricar con
métodos convencionales, y que tales sustratos y estructuras con geometria compleja se puedan imprimir de manera
mas facil y mas rapida utilizando materiales con cambio de fase temporal. Asimismo, la impresion en un material con
cambio temporal de fase puede permitir aplicaciones en las que la estructura impresa no se solidifica rapidamente o
no se solidifica en absoluto, ya que puede que no sea necesario hacerlo. El fluido puede permanecer fluido para
siempre porque el material cambiado temporalmente de fase puede mantener la estructura impresa en su lugar
después de la impresién o extrusion. Al atrapar el fluido o material dentro de los materiales cambiados temporalmente
de fase, los efectos de la tension superficial, gravedad, y la difusion de particulas puede ser negada, lo que puede
permitir la fabricacion de materiales delicados finamente detallados con relaciones de aspecto casi ilimitadas.
Asimismo, los inventores han reconocido y apreciado que las estructuras pueden "no imprimirse" usando los mismos
materiales invirtiendo la trayectoria de la boquilla de extrusion e invirtiendo la direccién del flujo.

Los inventores han reconocido y apreciado que se puede usar una amplia variedad de materiales como materiales
con cambio de fase temporal, incluidas las siliconas, hidrogeles, particulas coloidales y células vivas. Los materiales
poliméricos blandos pueden reticularse en estructuras y eliminarse del material cambiado temporalmente de fase,
mientras que los sistemas de particulas no reticulados, como los coloides y las células, pueden dejarse soportados
dentro del material por tiempos aparentemente infinitos. La precision y el nivel de detalle logrados al escribir dentro de
un material modificado temporalmente en fase pueden estar limitados por el tamafio de los granulos del material, que
se puede hacer en micrones y sub-micrones. Este enfoque puede ayudar en el desarrollo y la fabricacion de andamios
jerarquicos precisos de cultivo celular, redes vasculares, tejidos complejos y, en algunas realizaciones, érganos
enteros.

Los inventores han reconocido y apreciado que, si bien la mayoria de las técnicas de impresion de tejidos existentes
implican la deposiciéon capa por capa en un bafo fluido con un método de fundicién con solvente, en el que el material
extruido se solidifica por la accién de un compuesto en el bafio (como el alginato extruido en un bafio de cloruro de
calcio), Los tejidos impresos en 3D pueden generarse directamente dentro de un "bafio" de su medio nutriente sin un
etapa de solidificacion intermedio o matriz extracelular utilizando materiales con cambio de fase temporal. De esta
manera, las células de tejido vivo se pueden imprimir en estructuras 3D arbitrarias, con o sin material de matriz
extracelular suplementario. El material de soporte cambiado temporalmente de fase (por ejemplo, material de limite
elastico energizado) puede proporcionar solidez, que puede funcionar sin un "agente de curado" para reforzar la
estructura impresa. Asimismo, los inventores han reconocido y apreciado que el uso de materiales con cambio de fase
temporal puede evitar los desafios de los métodos de fundicion con disolventes, como que la boquilla se obstruya con
frecuencia a medida que el material se solidifica antes de salir al bafio. El medio de crecimiento celular puede usarse
como disolvente para microgeles acuosos, fabricando, por ejemplo, una matriz de limite elastico de cultivo de tejidos.
Como un ejemplo alternativo, las células pueden imprimirse en un material de limite elastico a base de aceite, usando
tension interfacial para mantener una superficie bien definida.

Las técnicas de impresion en 3-D se pueden aplicar de varias maneras. Especificamente, los inventores han
reconocido y apreciado las demandas significativas de un sustrato 3D de propiedad de topologia y material bien
definido controlable que ayudara a deconstruir la complejidad de las interacciones celulares con los sistemas de cultivo
3D. Los inventores también han reconocido y apreciado que la impresién en un material cambiado temporalmente de
fase puede permitir la ingenieria de un entorno in vitro 3D artificial, que puede satisfacer el creciente interés en aislar
sefiales ambientales especificas (por ejemplo, curvatura del sustrato) que podria proporcionar un cultivo 3D.

Los inventores han reconocido y apreciado que al imprimir células en forma de suspensiones particuladas o cualquier
tinta utilizada comunmente en la impresién 2D y 3D, en un material particulado, cambiado temporalmente de fase,
como un material de limite elastico de particulas, la estructura impresa puede ser miscible con la estructura de soporte
sin pérdida de precisién de impresion. Esta miscibilidad sin pérdida de precisién es posible porque la estructura
impresa puede quedar atrapada instantaneamente en el material de limite elastico circundante tan pronto como se
extruye. En el caso de componentes miscibles, dado que puede no haber tensién superficial entre el material impreso
y el material de soporte, el limite fundamental de la mayoria de las estrategias de impresion 3D puede ser eludido. Es
posible que no haya fuerza impulsora para que las caracteristicas impresas se "junten". Por lo que, los materiales
acuosos pueden imprimirse en soportes acuosos, y los materiales a base de aceite pueden imprimirse en soportes a
base de aceite. Estos se suman a cualquier caso de combinaciones inmiscibles, que también puede ser posible.

Los inventores han reconocido y apreciado que la impresion en un material con cambio de fase temporal puede permitir
la fabricacién de un sustrato 3D o una matriz de encapsulacion de células de geometrias definidas. Por ejemplo, los
materiales de limite elastico pueden exhibir propiedades de adelgazamiento por corte, caracterizado por la reduccion
de la viscosidad bajo tension y un retorno a su estado sélido original cuando se elimina la tension. Esta propiedad de
flujo transitorio puede permitirle dar forma al material mediante un simple corte. De acuerdo con algunas realizaciones,
el estrés puede ser proporcionado a través de un inyector, como una aguja de jeringa, corte a través del material de
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limite elastico (denominado fluido externo) y la inyeccion de un liquido inmiscible (denominado fluido interno). El estrés
puede producir una pequefa region del fluido externo, que puede volver a solidificarse cuando el movimiento de la
aguja se detiene y puede atrapar una gotita del liquido interno. Gotitas de topologia compleja, por ejemplo, gotitas
toroidales o en forma de media luna, se pueden generar girando la fase continua alrededor de un eje central mientras
se extrusiona el liquido interno de una aguja de inyeccién colocada ligeramente descentrada. Las dimensiones del
toro pueden controlarse (1) variando la cantidad de liquido inyectado y (2) cambiando la posicion de la aguja con
respecto al centro de rotacion. Tenga en cuenta que cuando se combina con el movimiento horizontal de la aguja,
también se pueden hacer gotitas en forma de espiral.

De acuerdo con algunas realizaciones, se puede fabricar una superficie o superficies curvas 2D con siembra celular
simultanea. Proporcionando un fluido de estrés oleoso como medio externo y una dispersion acuosa de células como
fluido interno, las gotitas esféricas o no esféricas que contienen células pueden formarse directamente en un proceso
de una sola etapa. Como alternativa o adicionalmente, se pueden fabricar superficies curvas 2D de propiedades
quimicas y mecanicas ajustables adecuadas para el cultivo celular posterior. En este caso, el fluido interno puede
comprender hidrogel comin o una solucion precursora de materiales de matriz extracelular sintética (ECM). La
solidificacion o gelificacion de la solucidon precursora puede ser inducida por procesos ultravioleta (UV) o
termogelificante, después de lo cual el solido puede aislarse del material de limite elastico y usarse como sustrato
celular.

De acuerdo con algunas realizaciones, se puede fabricar una matriz de encapsulacion de células 3D de geometria
esférica o toroidal. La técnica de atrapamiento celular puede usarse junto con algunas realizaciones simplemente
usando una mezcla de solucion precursora de hidrogel y dispersion celular como fluido interno. Una vez polimerizado
a través de cambios en las condiciones fisicas o quimicas, dependiendo de los materiales de eleccion, la estructura
final puede aislarse nuevamente del material de limite elastico externo.

Los inventores reconocen que los términos "limite elastico” y "material de limite elastico" se han usado y caracterizado
de diferentes maneras en la técnica. Para facilitar la descripcién en el presente documento, se usan los términos "limite
elastico" y "material de limite elastico" pero, a menos que se indique lo contrario, debe entenderse como un limite
elastico de Herschel-Bulkley determinado utilizando la ecuacion de Herschel-Bulkley

0 =0y + ky?

donde oy es el limite elastico, o es el esfuerzo de corte, k es el indice de viscosidad del material, y es la velocidad de
corte, y p es un nimero positivo, y un material que tiene ese limite elastico.

Ademas, los inventores reconocen que "limite elastico” (es decir, el limite elastico de Herschel-Bulkley) se ha medido
de diferentes maneras en la técnica. A menos que se indique lo contrario en el presente documento, el limite elastico
de una muestra se determina cortando la muestra en un redmetro usando geometria placa-placa y mediante la
ecuacion de Herschel-Bulkley, a través del siguiente proceso. Antes de cortar, las superficies de la herramienta del
redmetro pueden ser rugosas para evitar o mitigar el deslizamiento en la interfaz de la herramienta de muestra. Usando
el redmetro, la muestra se corta a varias velocidades de corte, que se extiende desde altas velocidades de corte (por
ejemplo, 1000 s') a velocidades de corte bajas (0,001 s*'). Para cada velocidad de corte, la muestra se corta durante
30 segundos, después de lo cual se recopilan y promedian los datos de esfuerzo de corte. Una serie de mediciones
de esfuerzo de corte se recolectan secuencialmente para cada velocidad de corte. Estas tasas de corte se usan
entonces, a través de la ecuacion de Herschel-Bulkley, para determinar (1) si el material tiene un limite elastico (es
decir, un limite elastico de Herschel-Bulkley) y (2) el limite elastico del material. Los expertos en la materia apreciaran
que, para un material que tiene un limite elastico, una grafica de tension de corte versus velocidad de corte exhibira
una region de meseta a bajas velocidades de corte, con los puntos de datos acercandose asintéticamente al limite
elastico del material a bajas tasas de corte. El limite elastico es el esfuerzo de corte a estas velocidades de corte bajas,
cercanas a cero, o una estimacion del esfuerzo de corte a una velocidad de deformacién cero determinada usando
una velocidad de corte baja o casi cero, tal como una velocidad de corte de 10 s™'. Como se usa en el presente
documento (a menos que se indique lo contrario), un "material de limite elastico" sera un material que tenga un limite
elastico determinable mediante este proceso. Los expertos en la materia apreciaran que para un material de limite
elastico (es decir, un material de limite elastico de Herschel-Bulkley) a bajo corte (por ejemplo, una velocidad de corte
cercana a cero), un esfuerzo de corte es independiente de la velocidad de corte y, en cambio, exhibe solo un esfuerzo
de corte que depende solo de un componente elastico del material.

Para ilustrar tal comportamiento, la figura 20 ilustra 6 curvas de esfuerzo de corte versus velocidad de corte, para un
polimero de carbdmero en varias concentraciones y sumergido en varios solventes. Las curvas muestran el
comportamiento de Herschel-Bulkley (una region de meseta) y, por lo tanto, corresponden a materiales que tienen un
limite elastico. Como debe apreciarse de la figura 20, el 0,05 % Carbopol® en un solvente de agua/NaOH casi no es
un material de limite elastico, en que los puntos de datos apenas exhiben una regiéon de meseta a baja velocidad de
corte. Esto demuestra que algunos microgeles (incluidos los hidrogeles) en solventes, basado en otros factores como
solvente o concentracion, puede no ser materiales de limite elastico que tengan un limite elastico (es decir, un limite
elastico de Herschel-Bulkley).
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Para las pruebas que dan como resultado los datos de la figura 20, Carbopol® en diversas concentraciones se hincho
en agua y NaOH (a pH 6) o se hinché en medio de crecimiento celular (a pH 7,4). Los medios de crecimiento celular
utilizados fueron medios MEBM que incluyeron suero bovino fetal al 10 % y penicilina estreptomicina al 1 %. Como
debe apreciarse de la figura 20, el limite elastico del Carbopol® en los medios de crecimiento celular disminuye con
una concentracion mas baja. Esto se debe a que las particulas de Carpobol® reducen su tamafio en ambientes con
alto contenido de sal. Los ejemplos de la figura 20 demuestran la capacidad de Carbopol® y otros hidrogeles (por
ejemplo, otros polimeros de carbémero) para ser "ajustados” para tener limites elasticos deseados para una aplicacion
dada, por factores variables como la concentracion y el solvente.

Como deberia apreciarse de la discusiéon a continuacion, materiales de limite elastico (es decir, los materiales que
tienen un limite elastico Herschel-Bulkley) pueden usarse deseablemente en una impresora 3D en realizaciones, como
material de soporte durante la impresién. Como se apreciara en la discusion a continuacion de materiales de limite
elastico especificos, los inventores han reconocido y apreciado la conveniencia, para usar como materiales de soporte
durante la impresion 3D, de materiales de limite elastico que tienen limites elasticos en un rango de 1 a 100 Pascales
o de 10 a 100 Pascales. Por ejemplo, a continuacion se describen realizaciones en las que los polimeros de carbémero
(tales como Carbopol®) que tienen tensiones de rendimiento entre 1 y 100 Pascales se usan en la impresion 3D.
Algunas realizaciones pueden funcionar con materiales de limite elastico que tengan cualquier limite elastico inferior
a 100 Pascales, con un limite de fluencia minimo solo definido por el limite fisico inferior en los limites de fluencia de
Herschel-Bulkley.

Por separado, los inventores han reconocido y apreciado la conveniencia de los materiales de limite elastico que tienen
un limite elastico dentro de estos mismos rangos de 1 a 100 Pascales o 10 a 100 Pascales que se analizan a
continuacion. Los inventores han reconocido y apreciado que, durante laimpresion 3D en un material de limite elastico,
el movimiento de una boquilla de impresién dentro de un bafio de material de limite elastico puede crear "grietas" no
deseadas (e indeseables) en el material. La impresién en un bafio de material de limite elastico sin formacion
espontanea de grietas no deseadas puede evitarse utilizando un material de limite elastico con un limite elastico bajo,
como un material (como los materiales Carbopol® que se describen a continuacion) con un limite elastico inferior a
100 Pascales. Para materiales de limite elastico que son hidrogeles, un limite superior en el limite elastico es la presion
hidrostatica del hidrogel, determinado por p - g - h, donde p es la densidad del material de limite elastico, g es la
aceleracion debida a la gravedad, y h es una profundidad de impresion debajo de la superficie. Para algunas
realizaciones en las que las células vivas se imprimen en 3D en placas de Petri y/o placas de pocillos que contienen
un hidrogel (como Carbopol®), las células pueden imprimirse a una profundidad de hasta 1 cm. En tales realizaciones,
el limite superior del limite elastico (segun lo determinado por la presion hidrostatica) es de aproximadamente 100
Pascales. Los materiales de hidrogel deseables (incluidos los materiales Carbopol®) que tienen tensiones de
rendimiento de hasta 100 Pascales se analizan en detalle a continuacion.

Los expertos en la materia que los materiales que tienen un limite elastico tendran ciertas propiedades tixotrépicas,
como un tiempo tixotrépico y un indice tixotropico.

Como se usa en el presente documento, un tiempo tixotrépico es un tiempo para que el esfuerzo de corte se estabilice
tras la eliminacién de una fuente de corte. Los inventores reconocen que el tiempo tixotrépico puede medirse de
diferentes maneras. Como se usa en el presente documento, a menos que se indique lo contrario, el tiempo tixotrépico
se determina aplicando a un material, por varios segundos, una tension igual a 10 veces el limite elastico del material,
seguido de bajar la tension a 0,1 veces el limite elastico. La cantidad de tiempo para que la tasa de corte se estabilice
después de la caida del esfuerzo es el tiempo tixotrépico.

Como se usa en el presente documento, un indice tixotrépico (para un material de limite elastico) se define como la

relacion de viscosidad a una velocidad de deformacion de 2 s a viscosidad a una velocidad de deformacion de 20 s
1

Los materiales de limite elastico con limites elasticos deseables también pueden tener propiedades tixotrépicas
deseables, tales como indices tixotropicos deseables o tiempos tixotropicos. Por ejemplo, materiales deseables de
limite elastico (incluyendo materiales de hidrogel que tienen un limite elastico inferior a 100 Pascales, algunos de los
cuales se describen en detalle a continuacion, como los materiales Carbopol®) pueden tener tiempos tixotrépicos
menores de 2,5 segundos, menos de 1,5 segundos, menos de 1 segundo, o menos de 0,5 segundos, y mas de 0,25
segundos o mas de 0,1 segundos. La figura 21 es un grafico de limite elastico (segun lo indicado por la estimacion de
tension de velocidad de corte cero) versus tiempo tixotropico para varios materiales, incluyendo soluciones de hidrogel
como las soluciones Carbopol® en algunos de los solventes y concentraciones mostrados en la figura 20 y discutido
en detalle a continuacion. Las soluciones Carbopol® exhiben un limite elastico inferior a 100 Pascales (y muchos
inferiores a 25 Pascales), asi como tiempos tixotropicos bajos. Los tiempos tixotrépicos de las soluciones Carbopol®
que tienen un limite elastico por debajo de 100 Pascales es inferior a 2,5, menos de 1,5 segundos, menos de 1
segundo, o menos de 0,5 segundos, y mas de 0,25 segundos o mas de 0,1 segundos.

De forma similar, la figura 22 muestra una grafica de indice tixotropico a tiempos tixotropicos, para las mismas
soluciones ilustradas en la figura 21. Para materiales de limite elastico de hidrogel con un limite elastico inferior a 100
Pascales (incluidos los que se detallan a continuacién, como las soluciones Carbopol®), el indice tixotropico es inferior
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a 7, menos de 6,5, o menos de 5, y mas de 4, o mas de 2, o mas de 1.

Materiales deseables de limite elastico, como hidrogeles como las soluciones Carbopol® que se describen a
continuacion, por lo tanto, puede tener tiempos tixotrépicos inferiores a 2,5, menos de 1,5 segundos, menos de 1
segundo, o menos de 0,5 segundos, y mas de 0,25 segundos o mas de 0,1 segundos, y/o indices tixotropicos menos
de 7, menos de 6,5, 0o menos de 5, y mas de 4, o mas de 2, o mas de 1.

Debido al comportamiento del limite elastico de los materiales de limite elastico, los materiales depositados en un
material de limite de fluencia (como a través de las técnicas de impresion 3D descritas en el presente documento)
pueden permanecer fijos en su lugar en el material de limite de fluencia, sin que el material de limite elastico o el
material depositado necesiten ser curados o tratados de otra manera para revertir un cambio de fase (por ejemplo,
calentando para reticular, a continuacion de la impresion). En su lugar, los materiales de limite elastico permiten un
tiempo de trabajo indefinido en la deposicién de materiales dentro de los materiales de limite elastico, incluyendo la
impresion de objetos dentro de materiales de limite elastico. Por ejemplo, en los experimentos descritos en detalle a
continuacion, los objetos impresos permanecieron en su lugar durante varios meses (es decir, mayor de un minuto,
mayor de una hora, mayor de un dia, mas de una semana y mas de un mes) sin movimiento después de la deposicion,
sin curar o reticular el material de limite elastico o el material depositado, o de lo contrario sin tratamiento. Esto puede
permitir la impresién/deposicion continua de un material dentro de un material de soporte de limite elastico durante
mas de un minuto, mayor de una hora, mayor de un dia, mayor de una semana o mayor de un mes, donde la impresion
continua no incluiria el cese por razones relacionadas con la quimica del soporte o material impreso (por ejemplo,
tratamiento o curado), pero puede incluir el cese por razones relacionadas con la mecanica de la impresion (por
ejemplo, recarga de materiales para imprimir o movimiento del cabezal de impresion a una ubicacion diferente).

Implementacion a modo de ejemplo del sistema

La figura 1 ilustra un aparato a modo de ejemplo 100 para crear una estructura tridimensional. El aparato 100 puede
incluir un recipiente 110, una fuente de energia enfocada 130, y un inyector 150. El contenedor 110 puede contener
un primer material 120. La fuente de energia enfocada 130 puede causar un cambio de fase en una region 140 del
primer material 120 aplicando energia enfocada a la region 140. El inyector 150 puede desplazar el primer material
120 con un segundo material 160.

De acuerdo con algunas realizaciones, el contenedor 110 puede ser una bafiera, un tazén, una caja o cualquier otro
contenedor adecuado para el primer material 120. El contenedor 110 puede estar configurado para liberar el primer
material 120. Por ejemplo, el contenedor 110 puede incluir una abertura resellable y/o abisagrada que se puede abrir
cuando se completa la impresién del segundo material 160, de modo que el primer material 120 pueda retirarse de
alrededor del segundo material 160. Como alternativa o adicionalmente, el primer material 120 puede eliminarse total
o parcialmente, tal como introduciendo solventes organicos y/o aumentando la concentracion de electrolitos del primer
material. La concentracion de electrolitos puede aumentarse introduciendo una o mas sales en el primer material o
aumentando de otro modo una concentracién de una o mas sales en el primer material. Las sales que pueden usarse
incluyen sales monovalentes, bajos niveles de sales multivalentes. Se puede utilizar cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio o sales de amoniaco. El aparato 100 puede incluir un segundo inyector (no ilustrado en la
figura 1) para depositar una o mas sales y/o disolventes organicos para eliminar el primer material, o para aumentar
de otro modo una concentracion de electrolitos del primer material para eliminar el primer material.

El primer material 120 puede incluir un material tixotrépico o de limite elastico, o cualquier material adecuado para
cambio de fase temporal. En algunos ejemplos, el material tixotrépico o de limite elastico puede incluir un gel granular
blando. El gel granular blando puede estar hecho de microparticulas empaquetadas poliméricamente. Las
microparticulas empaquetadas poliméricamente pueden tener aproximadamente 5 micrémetros de diametro.

Por ejemplo, la figura 5 ilustra (a) un capilar con una punta de microescala barriendo un patrén complejo en el espacio
cuando se inyecta un segundo material 160 en medio de soporte de gel granular. El caudal, Q, y la velocidad de punta
en las tres direcciones pueden determinar la circunferencia de la caracteristica dibujada. Se pueden generar objetos
de relacion de aspecto arbitrario porque la estructura dibujada en si misma puede no necesitar solidificarse o generar
ningun soporte por si misma. Adicionalmente, la figura 5 ilustra (b) la punta que atraviesa particulas de microgel
sélidamente empaquetadas, lo que puede hacer que el medio de soporte se fluidifique y luego se solidifique
rapidamente, dejando un cilindro dibujado a su estela. La figura 5 también ilustra (c) el medio de gel granular blando,
a modo de ejemplomente como material de limite elastico, que puede deformarse elasticamente a bajas tensiones de
corte, ablandar en tensiones intermedias y fluidizar en tensiones altas.

De acuerdo con algunas realizaciones, la energia enfocada puede incluir energia mecanica, tal como energia cinética
debido al desplazamiento del inyector 150 con respecto al primer material 120. En este ejemplo, la fuente de energia
enfocada 130 puede incluir el inyector 150. De acuerdo con algunas realizaciones, el inyector 150 puede incluir una
punta hueca fina, que puede trazar cuidadosamente rutas espaciales dentro del primer material 120 (por ejemplo, un
gel granular) mientras se inyecta el segundo material 160. El movimiento de la punta puede ceder localmente y fluidizar
el primer material 120 en el punto de inyeccion (es decir, en la region 140). Otro ejemplo de energia mecanica puede
incluir ondas de presion ultrasénicas. Como alternativa o adicionalmente, la energia enfocada puede incluir energia



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745 696 T3

radiante, como la radiacién de radiofrecuencia, que puede dirigirse a la region 140.

De acuerdo con algunas realizaciones, el primer material y el segundo material pueden ser miscibles entre si. Como
alternativa, el primer material y el segundo material pueden ser inmiscibles entre si. De acuerdo con algunas
realizaciones, el segundo material puede comprender una solucién precursora de materiales de matriz extracelular.
Como alternativa o adicionalmente, el segundo material puede comprender una o mas células.

De acuerdo con algunas realizaciones, la fuente de energia enfocada 130 puede causar un cambio de fase inversa en
la region 140 del primer material 120. Por ejemplo, se puede usar un cambio de fase inverso para "sanar" y solidificar
el primer material 120 alrededor del segundo material 160, atrapando e incrustando permanentemente el segundo
material 160 en la estela del inyector 150. Como alternativa o adicionalmente, se puede usar un cambio de fase inversa
para eliminar el segundo material 160 del interior del primer material 120.

De acuerdo con algunas realizaciones, se pueden preparar gotitas de geometrias no esféricas inyectando un liquido
acuoso interno en un bafo rotativo de material de tensién de deformacién no polar, como se muestra
esquematicamente en la figura 2. La figura 2 ilustra un aparato 200 para impresion tridimensional. El aparato 200
puede incluir una carcasa o contenedor 210, una aguja 250, una jeringa 270 y tubos 280. El alojamiento 210 puede
contener un primer material 220. La aguja 250 puede desplazar el primer material 220 con un segundo material 260.
El tubo 280 puede estar conectado a una salida de la jeringa 270 y una entrada de la aguja 250. La jeringa 270 puede
incluir una cantidad del segundo material 260, que puede inyectarse a través del tubo 280 y la aguja 250 en el primer
material 220.

De acuerdo con algunas realizaciones, el aparato 200 puede incluir una plataforma (no mostrada) que puede causar
un desplazamiento relativo entre el primer material 220 y la aguja 250. Adicionalmente, el desplazamiento relativo
entre el primer material 220 y la aguja 250 puede comprender una rotacion relativa entre el primer material 220 y la
aguja 250, como se muestra en la figura 2. Esta rotacion relativa entre el primer material 220 y la aguja 250 puede
comprender la rotacion alrededor de un eje del primer material 220, también mostrado en la figura 2. De acuerdo con
algunas realizaciones, la plataforma puede causar el desplazamiento relativo entre el cartucho 210 y la aguja 250 a
una velocidad de desplazamiento mas rapida que un tiempo de ruptura caracteristico de un chorro del segundo
material 260.

De acuerdo con algunas realizaciones, el aparato 200 puede incluir ademas un posicionador o actuador 290. El
posicionador 290 puede causar un desplazamiento relativo entre la aguja 250 y el primer material 220. Por ejemplo,
el posicionador 290 puede colocar la aguja 250 tridimensionalmente de modo que el segundo material 260 entre en el
primer material 220 en las ubicaciones deseadas. El posicionador 290 también se puede usar junto con la plataforma
para crear formas especificas, ya que la plataforma y el posicionador 290 causan desplazamiento simultaneamente.
Por ejemplo, la plataforma puede causar una rotacion relativa entre el primer material 220 y la aguja 250, mientras que
el posicionador 290 puede desplazar la aguja 250 hacia arriba y hacia abajo, un lado a otro, de ida y vuelta, y asi
sucesivamente, creando cualquier forma deseada. Como alternativa o adicionalmente, el movimiento de la aguja 250
puede sincronizarse con el movimiento del posicionador 290.

De acuerdo con algunas realizaciones, durante la infusion de fluidos, un chorro de liquido puede estirarse por el
movimiento rotativo continuo del fluido externo, similar al del co-flujo liquido. El principio de formar un chorro curvo
cerrado (o una gotita toroidal) dentro de un fluido externo de limite elastico puede ser similar al de formar tales gotitas
en liquidos newtonianos simples (E. Priam et al. (2009), Generacion y estabilidad de gotitas toroidales en un liquido
viscoso, Phys. Rev. Lett. 102, 234501): para realizar una rotacion completa mas rapido que el tiempo de ruptura
caracteristico del chorro de liquido. La porcién o region temporalmente cambiada de fase del primer material 220, que
efectivamente puede "solidificarse" en condiciones estaticas, puede permitir una mayor estabilizacion de la geometria
no esférica. Por ejemplo, el material de limite elastico puede ser inmiscible con el fluido interno, preferentemente
biocompatible, y puede proporcionar claridad optica asi como propiedades mecanicas ajustables.

De acuerdo con algunas realizaciones, el primer material 220 y el segundo material 260 pueden permitir que el aparato
200 funcione sin necesidad de materiales adicionales, como un material de relleno o fluido para rellenar grietas creadas
durante la impresion. Adicionalmente, el primer material 220 no necesita ser material fotoreticulable; en su lugar, el
primer material 220 puede ser fotoreticulable o no fotoreticulable.

De acuerdo con algunas realizaciones, el segundo material 260 no necesita ser un material de limite elastico para usar
como la "tinta" para imprimir; en su lugar, se puede usar cualquier material adecuado para el segundo material 260.
Adicionalmente, el primer material 220 puede tener cualquier médulo adecuado, que no se limita a un médulo "alto".
Por ejemplo, el médulo del primer material 220 puede estar en cualquier lugar dentro del rango de 100 a 10.000
Pascales, o puede estar fuera de este rango. El limite elastico de los geles puede variar, dependiendo de la
consistencia deseada, pero generalmente puede estar en el rango de 1-100 Pascales, o 10-100 Pascales para algunos
materiales de limite elastico tales como dispersiones de elastdmero de silicona.

Los ejemplos de dispersiones de elastémero de silicona adecuadas pueden incluir mezclas de polimeros cruzados de
dimeticona/vinil dimeticona de Dow Corning Corporation (Midland, Michigan) con el nombre comercial Dow Corning®
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9040 elastomero de silicona (ciclopentasiloxano y polimero cruzado de dimeticona), DC-9041 (polimero cruzado de
dimeticona y dimeticona), EL-9140DM (polimero cruzado de dimeticona y dimeticona); SFE 839, un polimero cruzado
de ciclopentasiloxano (y) dimeticona/vinil dimeticona de Momentive Performance Materials Inc. (Waterford, Nueva
York); ciclopentasiloxano (y) polimero cruzado de cetearil dimeticona/vinil dimeticona de Momentive Performance
Materials Inc. bajo el nombre comercial Silsoft* Silicone Gel; KSG-15 (ciclopentasiloxano y polimero cruzado de
dimeticona/dimeticona vinilo), KSG-16 (polimero cruzado de dimeticona y dimeticona/vinil dimeticona), KSG-18
(polimero cruzado de fenil trimeticona y dimeticona/fenil vinil dimeticona) y KSG-41 (aceite mineral y polimero cruzado
de dimeticona/lauril dimeticona) de Shin Etsu Silicones (Akron, Ohio).

La dispersion de elastébmero puede proporcionar un gel transparente, viscoso estable o material similar a una pasta
normalmente descrito como solido tixotrépico. El limite elastico de los geles puede ajustarse convenientemente
variando la concentracion de dispersion, como se muestra a modo de ejemplomente usando DC-9041 con aceite de
silicona de baja viscosidad en la figura 3. El disolvente comun en la dispersion prefabricada puede ser una silicona de
bajo peso molecular. Otros tipos de solventes organicos también pueden hinchar el elastémero de silicona y, por lo
tanto, se puede usar una mezcla de solventes.

La resolucion, es decir, la dimensién mas pequefa, de las estructuras 3D puede determinarse por el limite elastico de
la dispersion de silicona, asi como por la tensién interfacial entre los fluidos interno y externo. Para un par de fluidos,
con limite elastico externa del fluido T, y tension interfacial y, la relacion entre el tamafio minimo de la caracteristica
(patrén) y estas propiedades del fluido puede describirse como sigue: Los chorros de liquido dentro de un material de
limite elastico pueden experimentar tensiones generadas por tension superficial, similar al del liquido newtoniano,
donde la minimizacion del area interfacial puede ser preferible y eventualmente puede conducir a la ruptura de los
chorros en gotitas esféricas. Cuando el limite elastico del fluido externo es mayor que la tension superficial (1y > y/a,
un ser el radio del chorro de liquido), como se muestra en la figura 4, la geometria del chorro puede ser estable y la
ruptura puede no ocurrir. Por lo tanto, la mejora de la resolucion se puede lograr aumentando 1, y/o reduciendo y. La
distancia mas corta entre los tubos vecinos (diametro del circulo interno en el caso de un toro) y la dimension mas
delgada del tubo (diametro del tubo) generalmente puede ser del orden de cien micras. La figura 6 muestra algunos
ejemplos de las diferentes geometrias que se pueden producir.

De acuerdo con algunas realizaciones, una mezcla de elastomero de silicona y solvente compatible puede usarse
directamente como una matriz amigable con las células. La mezcla de silicona de limite elastico variable puede usarse
para formar una matriz que tiene geometria controlada y curvatura interfacial para el cultivo celular. Las gotitas de
dispersion celular pueden estar contenidas dentro del elastémero de silicona, que puede permitir que las células se
dispersen libremente en el fluido portador (medio de cultivo) y eventualmente sedimenten en la interfaz liquido-silicona.
Una vez en la interfaz, las células pueden explorar regiones de curvatura superficial variable y responder a ella. Se
pueden agregar componentes adicionales al fluido portador para hacer que la superficie de silicona sea bioactiva, por
ejemplo, proteinas de la matriz extracelular (colageno u otras proteinas adhesivas), anticuerpos o drogas.

De acuerdo con algunas realizaciones, las matrices o andamios encapsuladores de células 3D también pueden incluir
hidrogeles. Algunos de estos hidrogeles pueden ser polimeros biocompatibles. Los hidrogeles pueden dispersarse en
soluciones (por ejemplo, soluciones con medio de crecimiento celular) en varias concentraciones. Un ejemplo de una
concentracion es inferior al 2 % en peso. Otro ejemplo de concentracion es aproximadamente 0,5 % a 1 % de particulas
de hidrogel en peso, y otro es aproximadamente 0,2 % a aproximadamente 0,7 % en masa. Los expertos en la materia
apreciaran que se pueden usar otras concentraciones. Los expertos en la materia apreciaran ademas que, cuando se
dispone en una solucién como se discute en el presente documento, las particulas de hidrogel se hincharan con el
solvente y pueden formar un material de gel granular, como se discute en otra parte del presente documento. Tal gel
granular puede incluir particulas de hidrogel hinchadas que tienen un tamafo caracteristico a escala micrométrica o
submicrométrica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una particula de hidrogel hinchada puede tener un tamafo
entre aproximadamente 0,1 um y 100 ym, incluyendo 5 um como se discutié anteriormente.

Un ejemplo de un hidrogel con el que pueden funcionar algunas realizaciones es un polimero de carbémero, como
Carbopol®. Los polimeros de carbémero pueden ser polielectroliticos y pueden comprender particulas de microgel
deformables.

Los polimeros carbémeros son particulados, polimeros reticulados de alto peso molecular de acido acrilico con pesos
moleculares de hasta 3 - 4 mil millones de Daltons. Los polimeros de carbémero también pueden comprender
copolimeros de acido acrilico y otros monémeros y polimeros acuosos tales como polietilenglicol.

Si bien el acido acrilico es el mondémero primario mas comun utilizado para formar acido poliacrilico, el término no se
limita a él, sino que generalmente incluye todos los monémeros insaturados a-B con grupos colgantes carboxilicos o
anhidridos de acidos dicarboxilicos y auxiliares tecnolégicos como se describe en la patente de EE. UU. n.® 5.349.030.
Otros polimeros utiles que contienen carboxilo se describen en la patente de EE.UU. n.° 3.940.351, dirigido a polimeros
de acido carboxilico insaturado y al menos un éster alquil acrilico o metacrilico donde el grupo alquilo contiene de 10
a 30 atomos de carbono, y la patente de EE.UU. n.° 5.034.486; 5.034.487; y 5.034.488; que se dirigen a copolimeros
de anhidrido maleico con vinil éteres. Otros tipos de tales copolimeros se describen en la patente de EE.UU. n.°
4.062.817 en el que los polimeros descritos en la patente de EE.UU. 3.940.351 contienen adicionalmente otro éster
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alquil acrilico o metacrilico y los grupos alquilo contienen 1 a 8 atomos de carbono. Los polimeros y copolimeros
carboxilicos como los del acido acrilico y el acido metacrilico también pueden estar reticulados con materiales
polifuncionales como el divinilbenceno, diésteres insaturados y similares, como se describe en la patente de EE.UU.
n.° 2.340.110; 2.340.111; y 2.533.635. Las divulgaciones de todas estas patentes de EE. UU. tratan sobre polimeros
y copolimeros carboxilicos que, cuando se usa en acidos poliacrilicos, forman materiales de limite elastico como se
divulga en el presente documento. Los tipos especificos de acidos poliacrilicos reticulados incluyen el homopolimero
de carboémero, monografias de copolimero de carbomero e interpolimero de carbomero en los Estados Unidos
Pharmocopia 23 NR 18, y carbémero y el polimero cruzado de alquilacrilato C10-30, acrilatos de polimeros cruzados
como se describe en el PCPC International Cosmetic Ingredient Dictionary & Handbook, 122 Edicion (2008).

Las dispersiones de polimeros de carbémero son acidas con un pH de aproximadamente 3. Cuando se neutraliza a
un pH de 6-10, las particulas se hinchan dramaticamente. La adicién de sales al carbémero hinchado puede reducir
el tamario de particula e influir fuertemente en sus propiedades reoldgicas. Los carbémeros hinchados tienen un indice
de refraccion casi equivalente a solventes como agua y etanol, haciéndolos épticamente claros. El carbémero en polvo
sintético original fue registrado como Carbopol® y comercializado en 1958 por BF Goodrich (ahora conocido como
Lubrizol), aunque los carbémeros estan disponibles comercialmente en una multitud de formulaciones diferentes.

Otros materiales a modo de ejemplo incluyen geles de polisacaridos tales como alginato y agarosa, geles de proteinas
como el fibrinbgeno, colageno, Matrigel®, hidrogeles de polimeros sintéticos tales como poli (acrilamida), diacrilato de
poli (etilenglicol), poli (acido acrilico) y cualquier otro material adecuado. La forma tridimensional de estas matrices
puede formarse nuevamente usando material de fase cambiada temporalmente como fluido externo y soluciones pre-
gelificadas con/sin células como fluido interno. El material pre-gelificado puede reticularse utilizando productos
quimicos o fisicos (calor, tratamiento con irradiacion UV). Post gelacién, el material de soporte (ahora utilizado como
material de sacrificio) se puede lavar diluyendo con sales y/o solventes organicos y eventualmente sumergido en
medios de cultivo acuosos.

Los hidrogeles pueden incluir microgeles empaquetados: particulas de gel microscépicas, ~ 5 pm de diametro, hechas
de polimero reticulado (figura 13). El limite elastico de Carbopol® esta controlado por el contenido de agua. El limite
elastico de Carbopol® se puede variar entre aproximadamente 1-1000 Pa [41]. Por lo tanto, ambos materiales pueden
ajustarse para abarcar los niveles de estrés que las células suelen generar. Como se traté anteriormente, mientras
que los materiales pueden tener tensiones de rendimiento en un rango de 1-1000 Pa, en algunas realizaciones, puede
ser ventajoso usar materiales de limite elastico que tengan limites elasticos en un rango de 1-100 Pa o 10-100 Pa.
Ademas, algunos de estos materiales pueden tener tiempos tixotropicos inferiores a 2.5, menos de 1,5 segundos,
menos de 1 segundo, o menos de 0,5 segundos, y mas de 0,25 segundos o mas de 0,1 segundos, y/o indices
tixotrépicos menos de 7, menos de 6,5, 0 menos de 5, y mas de 4, o mas de 2, o mas de 1.

De acuerdo con algunas realizaciones, las células pueden introducirse durante o después de la formacion de la matriz,
que puede producir tres tipos distintivos de conjuntos de células, como se muestra en la figura 7. De acuerdo con
algunas realizaciones, se puede proporcionar una rapida y simple encapsulacion libre de tensioactivos. Como se ha
descrito anteriormente, los inventores han reconocido y apreciado la variada topologia de estructuras que se pueden
generar, incluidas las superficies toroidales que presentan regiones de curvatura gaussiana positiva (como en las
esferas), regiones de curvatura gaussiana cero (como en planos 2D) y regiones de curvatura gaussiana negativa
(como las de una silla de montar). Como alternativa o adicionalmente, se puede determinar la mecanosensibilidad de
la curvatura del sustrato por las células. Esta determinacion puede incluir la fabricacion de andamios con geometrias
controladas hechas de un material de matriz seleccionado, sembrando células en estos sustratos con diferentes
curvaturas y evaluando las respuestas producidas por las células que crecen en contacto con diferentes sustratos.

Deberia apreciarse de lo anterior que algunas realizaciones estan dirigidas a un método para impresion tridimensional,
como se ilustra en la figura 12A. El método comienza en la accién 1210, en la cual puede producirse un cambio de
fase en una region de un primer material aplicando energia enfocada a la region utilizando una fuente de energia
enfocada. Ese material puede ser un material que puede sufrir un cambio de un estado menos fluido a un estado mas
fluido tras la introduccion de energia. EI método luego procede a la accion 1220, en la cual el primer material puede
ser desplazado con un segundo material.

Deberia apreciarse ademas de lo anterior que otras realizaciones estan dirigidas a un método para impresion
tridimensional, como se ilustra en la figura 12B. El método comienza en la accién 1210, en la cual puede producirse
un cambio de fase en una region de un primer material aplicando energia enfocada a la region utilizando una fuente
de energia enfocada. El método luego procede a la accion 1220, en la cual el primer material puede ser desplazado
con un segundo material. EI método luego procede a la accion 1230, en la cual se produce el desplazamiento relativo
entre el primer material y el inyector y el desplazamiento de la regién. El método luego procede a la accién 1240, en
el cual se produce un cambio de fase inversa en la region.

Usos a modo de ejemplo de las realizaciones
La figura 8 ilustra ejemplos de (a) células de levaduray (b) células epiteliales de MDCK cultivadas en una gotita toroidal

de acuerdo con algunas realizaciones, donde las células epiteliales pueden migrar hacia regiones de curvatura
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gaussiana negativa, y las células de levadura no méviles pueden dividirse y crecer desde posiciones donde la
poblacién se ha sedimentado inicialmente.

La figura 9 ilustra la minimizacién de la tension superficial a modo de ejemplo con impresién 3D basada en agua-agua
y aceite-aceite, (a) Se utiliza una micropipeta de cristal con una punta de 100 micrometros de diametro para dibujar
estructuras 3D. La punta se llena con una suspension de microesferas fluorescentes y se toma una imagen bajo
iluminacion UV, (b) Se imprime una estructura 3D que se asemeja a ADN b a partir de una suspension acuosa de
microesferas fluorescentes en medio de gel granular acuoso. Esta foto esta tomada con iluminacion UV, (c) Una
imagen de mayor aumento de la estructura similar al ADN muestra los "pares de bases" delgados que conectan cada
columna vertebral de la hélice de dos comienzos. (d, €) Una vista de arriba hacia abajo y una vista lateral inclinada de
la estructura del ADN muestran la fidelidad de la escritura en 3D y la separacion extremadamente estrecha entre las
caracteristicas. Todas las estructuras de ADN que se muestran en el presente documento son disposiciones
espaciales de microesferas no reticuladas. Las estructuras no reticuladas en el presente documento no muestran
signos de inestabilidad meses después del dibujo, (f) Las barras quirales verticales dispuestas en el presente
documento en una matriz 3D mantienen su forma y orientacion sin signos de efectos gravitacionales, (g) Las varillas
delgadas en el presente documento estan hechas de polimero fotoreticulable; Después de la gelificacion, se retiran
del medio de gel granular y se colocan en una placa de Petri. Las varillas altamente flexibles se doblan una alrededor
de la otra, exhibiendo orden de orientacion local. (h) Los sistemas PDMS-PDMS pueden permitir la creacion de una
malla a base de aceite con un tamafio de caracteristica de aproximadamente 200 micrémetros que puede ser estable
sin reticulacion. (i) Una proyeccion de intensidad maxima a partir de pilas z de microscopia confocal de malla PDMS
(arriba) y malla PVA (abajo) muestra que las estructuras de polimero no reticulado pueden estabilizarse mediante el
medio de gel granular. El logaritmo de intensidad se muestra en (c, d, €) usando LUT de colores falsos para hacer los
rasgos delgados, débiles visibles.

La figura 10 ilustra dibujos 3D a modo de ejemplo de complejos, estructuras blandas y robustas, (a) Un pulpo de
concha delgada modelo esta hecho de multiples partes de hidrogel huecas conectadas con curvatura de superficie
compleja, estable. Esta fotografia de campo brillante se toma antes de la polimerizacion. (b) Una imagen de
fluorescencia del modelo de pulpo después de la polimerizacién, todavia atrapado en medio de gel granular, no exhibe
cambios estructurales del proceso de polimerizacion, (c) El modelo de pulpo polimerizado conserva la integridad
después de la extraccion del medio de gel granular, se muestra flotando libremente en el agua. (d) Una medusa modelo
incorpora tentaculos flexibles de alta relacion de aspecto unidos a un cuerpo de caparazén cerrado. (e) Un modelo de
medusa flotando libremente, fotografiado en agua, demuestra robustez y flexibilidad. (f, g) Un espermatozoide modelo
demuestra la capacidad de encapsular material. La impresion fue pausada, se inyectaron particulas fluorescentes
manualmente, y se completd la impresiéon programada. Las fotografias en (a, c, e, f, g) fueron tomadas bajo iluminacion
de luz blanca. Las fotografias en (b, c) se tomaron bajo iluminacion UV y se muestran con LUT de color falso para
mejorar las caracteristicas débiles. El material impreso en (a-e) es una mezcla de PVA fotoreticulable y microesferas
fluorescentes.

La figura 11 ilustra redes vasculares 3D jerarquicas a modo de ejemplo con relacién de aspecto variable. (a) Se genera
una red continua de vasos huecos en la que un vaso grande se ramifica a tres vasos mas pequefios, cada ramificacion
a vasos aun mas pequefios, y asi sucesivamente, dando como resultado una Unica red vascular con caracteristicas
que abarcan aproximadamente tres 6rdenes de magnitud en tamafio y muchos 6rdenes de magnitud en relacion de
aspecto. Se utiliza una mezcla de PVA fotoreticulable y microesferas fluorescentes para escribir la estructura, (b) La
misma red en (a) se muestra desde arriba. (c) Una foto de alta resolucion de vasos truncados alrededor de una sola
union muestra que las caracteristicas son huecas con paredes extremadamente delgadas. Se pueden ver trazas
individuales del material impreso, que tienen un diametro de aproximadamente 100 micrometros, (d) La misma union
de (c) se muestra desde el lado sin los tres vasos superiores, demostrando que las curvaturas céncavas y convexas
se pueden crear en estructuras estables Unicas, (e) La red vascular 3D esta reticulada, retirado del medio de gel
granular y fotografiado mientras flota libremente en agua. (f) Toda esta red vascular también se cre6 a partir de células
endoteliales adrticas humanas (HAEC), escritas en medio de gel granular impregnado con medios de crecimiento
celular. Sin embargo, la constante dieléctrica de la estructura resultante esta muy cerca del medio de gel granular, y
las caracteristicas son tan finas, que la estructura resultante no se puede ver en las fotografias. Sin embargo, con
células marcadas con fluorescencia, una porciéon de la estructura puede medirse utilizando microscopia de
fluorescencia confocal. Se puede ver la estructura tubular inclinada que forma la base en (d), en el presente documento
hecho de HAEC marcados con fluorescencia. La imagen es una proyeccion de maxima intensidad a lo largo de una
direccion sesgada, y el recuadro es el corte XY correspondiente a la parte superior de la estructura tubular. Los
inventores han monitoreado células en estructuras impresas en el transcurso de varias semanas, sin encontrar signos
de toxicidad.

Estudio experimental a modo de ejemplo usando algunas realizaciones
Vision general
Una nueva clase de biomaterial puede permitir el estudio de la dinamica de las células de los tejidos: ensamblajes de

células 3D estructuradas en materiales de limite elastico. Una de las caracteristicas Unicas de los conjuntos de células
3D descritos en el presente documento es el sustrato en el que estan incrustados: materiales de limite elastico. La
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interaccion del limite elastico, la tension interfacial y la tension citoesquelética pueden generar nuevas inestabilidades
analogas a las de los solidos y fluidos clasicos. Los materiales de limite elastico pueden aplicarse a estos estudios
porque (1) sus propiedades permiten una versatilidad sin precedentes del disefio del ensamblaje de células, (2) son
homogéneos y transparentes, permitiendo imagenes de alta calidad y modelos manejables, y (3) su uso con ensambles
de células representa la creaciéon de una nueva clase de biomaterial.

Las inestabilidades mecanicas en estructuras simples pueden usarse para clasificar y medir las fuerzas celulares
colectivas. El sello distintivo de las inestabilidades revela las fuerzas subyacentes, y estudiar las inestabilidades es
estudiar la interaccion de las fuerzas dominantes. Por ejemplo, las oscilaciones radiales en los chorros de fluido son
el sello distintivo de la inestabilidad de Rayleigh-Plateau; medir estas fluctuaciones sondea la interaccion de la tension
superficial, estrés viscoso e inercia. Para conjuntos de células incrustados en un material de soporte, las fuerzas
emergentes, dominantes no se conocen. Se pueden crear estructuras celulares simples en materiales de limite
elastico, permitiendo la investigacion del comportamiento inestable y las caracteristicas de las inestabilidades clasicas.
Se puede probar la amplitud de estructuras accesibles con los métodos descritos en el presente documento. Las
tensiones pueden medirse Opticamente dispersando marcadores fluorescentes en el material de limite elastico. El
umbral de estabilidad de la estructura puede estudiarse ajustando el limite elastico del medio de inclusion.

La simetria y la topologia de estructuras multicelulares complejas pueden tener un papel en la dinamica celular
colectiva. Las observaciones de las células en las estructuras toroidales nos han llevado a un descubrimiento guia: la
topologia se puede utilizar para soportar cargas. Los inventores han investigado la dinamica celular colectiva en
estructuras de bucle Unico (género topoldgico = 1) y en grandes conjuntos de bucles (género > 1). La estabilidad de
los bucles depende del limite elastico del material y la tension del citoesqueleto, que puede ser manipulado de muchas
maneras. La simetria de los conjuntos de bucles puede controlar el movimiento colectivo; si se desarrolla vorticidad
alrededor de cada ciclo, incluso transitoriamente, pueden surgir interacciones bucle-bucle. Los inventores han buscado
una fase anti-ferromagnética en redes de vortice cuadradas; las fases de cristal giratorio pueden aparecer en redes
de voértice hexagonal. La estabilidad y la correlacion se comparan entre ID, enrejados 2D y 3D.

En resumen, los materiales de limite elastico nunca se han aprovechado para crear estructuras celulares controladas,
3D complejas. Las primeras actividades que emplean este nuevo biomaterial pueden descubrir nuevos tipos de
inestabilidad mecanica que surgen de la combinacioén de la vida, células auténomas con un material complejo que se
estudia en otros lugares por sus propias propiedades excitantes [1-6]. Esta combinacién Unica permite la creacién de
grandes, reticulas multicelulares con las que se pueden explorar por primera vez preguntas fundamentales sobre los
roles de la simetria y la topologia en el comportamiento celular colectivo.

Enfoque

El paradigma actual en la investigacién de biomateriales celulares es crear un andamio sélido y demostrar su
biocompatibilidad in vitro o in vivo. Las propiedades de los sistemas de andamiaje existentes prohiben la
experimentacion versatil de la dinamica celular, limitar las investigaciones de las interacciones de andamios con
células vivas. La caracteristica compartida por estos sistemas de andamios: son sdlidos. Crear conjuntos de células
3D bien controlados de disefio arbitrario en andamios solidos puede no ser posible. Una pregunta es coémo se puede
crear un colector de células 3D dentro de un andamio sdélido sin dafiar el andamio. El uso del biomaterial celular de
limite elastico es significativo porque puede (1) crear una plataforma superior para llevar a cabo investigaciones
fundamentales de la dinamica celular 3D; (2) crear una nueva clase de biomaterial nunca antes investigado; y (3)
explorar aspectos fundamentales de la dinamica celular colectiva previamente prohibida de estudio, limitado por los
materiales de soporte disponibles. Estas actividades se basan en un nuevo concepto que rompe con el paradigma
establecido en biomateriales celulares.

Los materiales de limite elastico pueden cumplir los requisitos de la investigacion de biomateriales celulares, tales
como (1) control del tamario y la forma del agregado celular; (2) medicion de la fuerza generada por la célula; y (3)
imagenes opticas. Los materiales de limite elastico (YSM) son solidos cuando la tension aplicada esta por debajo de
el limite elastico, oy. En tensiones superiores a oy, los YSM se fluidifican. Cuando el esfuerzo aplicado cae por debajo
de oy, un YSM fluidizado se solidifica nuevamente. Estas propiedades permiten la generacion de innumerables
estructuras multicelulares mediante la extrusién de células o mezclas de células’/ECM en YSM. A medida que se
extruyen las células, la boquilla fluidifica el YSM, y cuando la estructura esta completa, la boquilla de extrusion se
puede quitar del YSM, dejando material de soporte homogéneo.

Uno de los YSM que se puede usar es Carbopol®, un material disponible comercialmente que ha sido ampliamente
estudiado [41, 42]. Carbopol® es popular en el estudio de los YSM porque, una vez producido, no se corta finamente
a medida que aumenta la velocidad de deformacion, haciéndolo "ideal" [4]. La velocidad de MRI en muestras de
Carbopol® mostré que la deformacion local es la misma que la deformacion global a través del umbral de rendimiento
[6]; Esto es notable porque demuestra la homogeneidad de Carbopol's ®, planteando la posibilidad de desarrollar un
método de microscopia de fuerza 3D.

Estudios
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Los inventores han realizado estudios utilizando dos materiales: Carbopol ETD 2020 y Dow-Corning 9041 Silicone
Elastomer Blend. El Carbopol es acuoso y el DC-9041 es a base de aceite de silicona. Ambos consisten en microgeles
empaquetados: particulas de gel microscopicas, ~ 5 ym de diametro, hechas de polimero reticulado (figura 13). El
limite elastico de DC-9041 se controla agregando o eliminando aceite PDMS; el limite elastico de Carbopol esta
controlado por el contenido de agua. El limite elastico de Carbopol puede variar entre aproximadamente 1-1000 Pa
[41]; Las pruebas de los inventores de DC-9041 revelan un rango similar. Por lo tanto, ambos materiales pueden
ajustarse para abarcar los niveles de estrés que las células suelen generar.

Construccion de instrumentos

El sistema de extrusion 3D puede comprender una etapa XYZ construida a partir de tres etapas de desplazamiento
lineal (M-403, Physik Instrumente) accionado por controladores de motor DC Mercury (C-863, Physik Instrumente). El
sistema de extrusion es una bomba de jeringa controlada por ordenador (Next Advance), sostenido estacionario para
permitir la imagen a medida que el escenario se mueve, desplazamiento del material de soporte de limite elastico en
3D (figura 14). Las boquillas de extrusion pueden estar hechas en casa a partir de pipetas de cristal, estiradas con un
extractor de micropipetas Kopf-750 y moldeadas con una micro forja Narishige. Los inventores tienen control sobre el
diametro y la forma de la boquilla; La humectabilidad de la boquilla varia con 3-aminopropil-trietoxisilano hidrofilo u
octadeciltrietoxisiloxano hidréfobo.

Ejemplo: Pruebas de Carbopol®: Estructuras Acuosas-Acuosas

Las células viven en medios acuosos y Carbopol® es acuoso. Con el instrumento de extrusion 3D descrito en el
presente documento, los inventores han inyectado particulas de pigmento azul suspendidas en agua (d ~ 1 ym) en
Carbopol®, creando una estructura continua de forma cuadrada con una seccién transversal submilimétrica. La
estructura no mostro inestabilidad a largo plazo durante varios dias. Para estudiar la relajacion de las estructuras, los
inventores inyectaron manualmente una suspension acuosa de fluoroesferas (d = 5 pm) en Carbopol® a una velocidad
de flujo alta, y tomaron imagenes de parte de la estructura en un lapso de tiempo. La alta presién y la velocidad de
flujo parecen fracturar la fase Carbopol®, creando canales a microescala, pero la region inyectada se relajo
marginalmente y permanecio estable (figura 15). La figura 15 ilustra: Se extruyé un contorno cuadrado de particulas
(A) con una seccion transversal promedio de < 500 um (B). Se gener6 una estructura lineal estable de diametro ~ 200
mm (C). La inyeccién manual de esferas de fluro cred una estructura "fracturada” (D) que se relajo brevemente y luego
se estabilizo (E). Estructuras celulares similares deben permanecer estables, aparte de la influencia de las fuerzas
generadas por células. Durante muchos dias de crecimiento celular en Carbopol®, las particulas de polimero deben
hincharse en medio de crecimiento celular. Los inventores han hecho una mezcla de medio de crecimiento celular
Carbopol® en la que los inventores han cultivado células endoteliales adrticas humanas durante dias sin signos de
muerte celular.

Ejemplo: Pruebas de DC-9041: Estructuras aceite-acuosas

La inmiscibilidad de la fase celular y DC-9041 introduce una fuerza significativa: tension interfacial, y. La velocidad de
extrusion, velocidad del extrusor, viscosidad de DC-9041 fluidizado, limite elastico de DC-9041 sdlido, y vy, todos
determinan la forma y la estabilidad de la estructura extruida. Cuando el limite elastico, oy, es demasiado bajo, no se
pueden formar lineas; el equilibrio de y y oy hace que las gotitas grandes permanezcan de forma irregular mientras
que las gotitas pequefias se vuelven esféricas. Cuando oy es grande, y la velocidad de extrusion y la velocidad del
extrusor son altas, se pueden formar lineas estrechas (d < 300 ym). Las intersecciones de lineas estrechas son
estables, y las caracteristicas finas pueden extruirse con distancias de separacion tan pequefias como el tamafio de
la caracteristica estable. Las pruebas con medio de crecimiento celular funcionan mejor que las suspensiones acuosas
de colorante o particulas (figura 16). La figura 16 ilustra: (A) Pequefio, las caracteristicas lineales son inestables en
tension de bajo rendimiento DC-9041; la tensién superficial conduce pequefias gotitas a formas esféricas; las gotitas
grandes permanecen alargadas. (B, C) En tensiones de rendimiento intermedias, se generan gotitas mas pequefias y
las gotitas de tamafio intermedio permanecen alargadas. (D) Con tensiones de alto rendimiento, Las lineas cruzadas
perfectas se generan con diametros de ~ 250 um. (E) En tensiones de alto rendimiento, Se pueden dibujar dos angulos
rectos de forma estable con una distancia de separacion de < 100 um en las esquinas. Barras de escala: 3 mm.

Ejemplo: Pruebas de células en DC-9041

Las estructuras toroides que contienen células epiteliales MDCK se extruyeron en el DC-9041 a bajas densidades.
Las células se asentaron en el fondo del toroide y parecieron formar una banda continua a través de la cohesion célula-
célula, contraerse hacia adentro y apretar la superficie interna. Las células parecian tomar una morfologia extendida,
de tipo contractil similar a las células en superficies optimizadas para cultivo celular. Con el paso del tiempo, el radio
interno del toroide disminuyd. La disminucion en el radio puede generarse por la tension celular colectiva que se origina
en la contraccién del citoesqueleto. El colapso asimétrico de un toroide apreto la banda celular en un tubo estrecho;
Este tipo de fallo puede ser impulsado por la tension del citoesqueleto. La realizacion de la correlacion de imagen
digital (PI1V) en las peliculas de lapso de tiempo reveld un movimiento colectivo ecuatorial significativo, sugiriendo que
emerge una vorticidad neta en esta geometria circular (figura 17). La figura 17 ilustra: (A) Las células dispersas se
asientan en la superficie inferior de una gotita toroidal. (B) En ausencia de matriz, las células se unen formando una

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745 696 T3

banda y contrayéndose alrededor de la superficie interna. (C) Una imagen de gran aumento de las células en el panel
B. (D) Una forma toroidal creada en un material de bajo rendimiento se colapsa asimétricamente, apretando un grupo
de células hasta ~ 30 pm de seccidn transversal. (E) En un toroide estable de los paneles B y C, las células contraen
la superficie interna con el tiempo. (F) PIV en las células de los paneles B, C y E muestran una vorticidad neta.

Aplicacién a modo de ejemplo
Gama de estructuras posibles

Para facilitar estudios eficientes de estructuras complejas, se puede crear una amplia gama de estructuras simples,
como tubos lineales y curvos. La relacion entre el diametro del tubo y la velocidad de extrusion puede determinarse
experimentalmente, crear un "libro de recetas" de datos para guiar estudios posteriores de estructuras complejas. Para
aprovechar la versatilidad de los materiales de limite elastico, los limites de la estabilidad estructural pueden
encontrarse en materiales sobre una amplia gama de limites elasticos. El limite elastico varia segun la dilucion con
agua para Carbopol® y con aceite PDMS para DC-9041. Ajustar el limite elastico puede ser crucial para los estudios
cuantitativos de las fuerzas celulares, a continuacion. La propagacion del estrés es sensible al tamafio y la velocidad
de la boquilla de extrusion, que puede variar para maximizar el rango de estructuras posibles.

Marcadores fluorescentes para la observacion directa del movimiento

A medida que las estructuras inestables colapsan y las estructuras estables generan o relajan el estrés, el material de
limite elastico circundante puede desplazarse. Los marcadores pueden estar dispersos por los materiales de limite
elastico para permitir la medicion de los desplazamientos locales. En Carbopol®, las perlas fluorescentes pueden
mezclarse con las particulas de microgel; las perlas grandes (~ 1 um) pueden quedar atrapadas entre microgeles.
Como alternativa, si se requieren perlas mas pequefas o si se produce difusion de perlas, los microgeles pueden
hincharse en una base fuerte (NaOH), permitiendo que las nanoparticulas fluorescentes (~ 10 nm) se difundan en la
malla polimérica y luego regresen el sistema a pH neutro, encogiendo los geles y atrapando las nanoparticulas. Se
pueden tomar enfoques similares con el fluido DC-9041. Los inventores han dispersado fluoroesferas acuosas en
PDMS, con un intercambio gradual de solvente de agua a etanol a metanol. Las perlas suspendidas en metanol pueden
dispersarse extremadamente bien en fluidos viscosos PDMS mediante sonicacién con un sonicador de sonda de alta
potencia. Si es necesario hinchar los micro geles DC-9041 para atrapar particulas en la malla de polimero, se puede
usar hexano como agente de hinchamiento, y se pueden usar nanoparticulas de PMMA debido a su estabilidad en
hexano. El seguimiento 3D de particulas fluorescentes se puede realizar con microscopia confocal para medir
desplazamientos; con suficientes datos, los campos de deformacion se pueden calcular. Se pueden estudiar las
propiedades del material de los materiales de limite elastico descritos en el presente documento con reologia a granel,
y las propiedades reoldgicas a granel conocidas de los materiales de limite elastico se pueden usar para calcular las
tensiones (figuras 18A-C). La figura 18A-C ilustran: (A, B) Para desarrollar métodos de medicion de fuerza optica, los
marcadores fluorescentes estan incrustados en los YSM. (C) A medida que las estructuras celulares se mueven, los
YSM circundantes estan tensos. Si las propiedades del material del YSM se conocen en detalle, las tensiones pueden
convertirse en tensiones en casos bien definidos.

Interfaz celular/soporte en estructuras simples

Los datos de los inventores muestran la compatibilidad de Carbopol® y DC-9041 con células cultivadas. El
sorprendente comportamiento de "seguimiento" de Carbopol® durante la extrusion sugiere que cuando se usan
mezclas de células y precursor de colageno, la matriz de colageno puede interdigitarse con canales abiertos cerca de
la superficie de Carbopol®, creando enredos (figura 18D). La figura 18D ilustra cémo las estructuras de células/ECM
formadas en Carbopol® pueden tener enredos en la interfaz. Por el contrario, la inmisibilidad entre la mezcla de
crecimiento celular y el fluido DC-9041 puede crear superficies lisas debido a la tension interfacial. El precursor de
colageno puede adherirse a esta interfaz, formando conexiones a la matriz a granel; la adhesidon no especifica de
colageno al PDMS se usa de forma rutinaria para la adhesion celular en superficies planas (figura 18E). La figura 18E
ilustra como las estructuras de células/ECM formadas en DC-9041 pueden tener interfaces suaves. En ambos casos,
la energia de adhesion total puede escalar con el area de superficie, Sin embargo, las células de energia total se
generan con escalas de estrés contractil con el volumen y posiblemente la densidad celular. Por lo tanto, se puede
estudiar la adhesion y separacion de los conjuntos de matriz de células, en funcién del volumen y la densidad celular,
en estructuras simples como esferas y cilindros. La contraccion celular también puede manipularse con medicamentos
como la blebbistatina y la trombina. Al realizar mediciones de lapso de tiempo durante largos periodos, se pueden
determinar los efectos de la densidad celular; la densidad celular aumenta constantemente con el tiempo debido a la
proliferacion. La red de colageno se puede obtener imagenes usando reflectancia confocal o marcando
fluorescentemente colageno con rodamina, utilizando la quimica EDC-NHS. Las células se pueden identificar
utilizando tintes de células enteras (CMFDA), manchas nucleares (Hoechst), o enfoques de transfeccion.

Limite elastico y fuerzas celulares
Las diversas escalas de energia en la célula/sistema de soporte pueden competir para dar lugar a inestabilidades

Unicas. En un cilindro delgado, si las células se alinean axialmente, la tensién generada por células puede tomar el
lugar de las fuerzas externas en el pandeo clasico de Euler, causando una curva de longitud de onda larga. Si el
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material de soporte presta refuerzo lateral, puede surgir un pliegue de longitud de onda corta; la longitud de onda
puede ser controlada por el médulo del material de soporte y la elasticidad de flexion del cilindro de colageno celular.
Si uno de estos modos surge con tensiones bajas, pero la tensién generada por las células aumenta por encima del
limite elastico (~ 1/3 del moédulo de corte), El crecimiento de uno de estos modos de estado fundamental puede crecer
sin control o la inestabilidad puede desaparecer porque el material de soporte ya no es sélido. Como alternativa, si las
células generan gradientes de esfuerzo de corte en el cilindro, y el material de esfuerzo de fluencia se fluidifica, las
oscilaciones interfaciales pueden surgir de manera analoga a las de la inestabilidad de Rayleigh-Plateau. El
crecimiento de los modos de Rayleigh-Plateau podria causar la ruptura del tubo, determinar una escala de longitud
maxima para estructuras estables, establecido por el estrés generado por la célula y la tension interfacial entre las dos
fases (figura 18F). La figura 18F ilustra cdmo, dependiendo de las fuerzas dominantes en las estructuras, pueden
surgir varios tipos de inestabilidades. Para explorar estas inestabilidades generadas por células, se pueden crear
estructuras lineales con un rango de diametros y longitudes, soportado en ambos tipos de material de limite elastico,
preparado con una amplia gama de limites elasticos. Si la inestabilidad se puede clasificar, se puede determinar el
tipo de fuerza emergente (tension superficial, esfuerzo de corte, etc.). En el caso ideal, una Unica fuerza, desconocida,
generada por la célula compite con una fuerza conocida en el material pasivo, permitiendo una medicion de la fuerza
generada por la célula.

Dinamica celular colectiva con restricciones topolégicas

Los datos de los inventores demostraron la importancia de la topologia: en un género = 1 objeto, las células forman
una gran unidad estable sin ECM, y migrar colectivamente. Estos estudios pueden continuarse en volumenes
circulares y cuadrados para explorar muchas preguntas (figura 19A). La figura 19A ilustra como circulan las células en
estructuras de género = 1, y las células migran hacia superficies de curvatura gaussiana o media preferida. El tamafio
de la estructura puede variar para explorar la relacion entre las fuerzas generadas por las células y la curvatura; la
tensiéon puede estimarse midiendo la contraccion de la superficie interna. Los volimenes pueden llenarse con ECM
para que las células puedan migrar a todas las superficies, probar si las células prefieren combinaciones especificas
de curvatura gaussiana y media que existen en las estructuras de bucle. Se pueden comparar diferentes tipos de
células, como células epiteliales, endoteliales y de fibroblastos para explorar la relacion entre células de diferentes
tejidos y diferentes tipos de curvatura. Las células pueden ser sensibles a la topologia y la curvatura media o
gaussiana, proporcionando una nueva clase de orientacion celular para muchas aplicaciones.

Vorticidad en bucles

La longitud de correlacion a gran escala observada en las mediciones del movimiento celular colectivo en toroides, y
la aparente vorticidad, plantea una pregunta sobre si el tamafio del bucle puede controlar una transicion entre la
circulacién colectiva y el movimiento aleatorio. La migracion colectiva se puede explorar en estructuras de bucle de
diferentes tamafios para buscar dicha transicion. Pueden circular pequefios bucles, y cuando la circunferencia de un
bucle excede una longitud de correlacion natural, controlado por la dinamica celular individual, se puede producir un
movimiento aleatorio. La circulacion colectiva controlada se puede utilizar para estudiar pares de bucles para buscar
coordinacion en escalas mas grandes (figura 19B). La figura 19B ilustra como surge la circulacién cooperativa en pares
de bucles, junto con el esfuerzo de corte. Los bucles vecinos pueden coordinarse en direcciones opuestas,
minimizando el esfuerzo de corte en la interfaz. Estos estudios pueden realizarse en bucles sin ECM y en bucles llenos
de ECM. La curvatura puede confundir el efecto; bucles mas pequefos pueden promover la circulacion colectiva, pero
su alta curvatura puede inhibir la migracion.

Un enrejado para revestir el espacio y los patrones de migracioén colectiva

La coordinacion de la migracion celular en bucles proximales, incluso débilmente, puede permitir repetir el patrén en
una gran red para amplificar la coordinacion, analogo a los efectos dependientes del tamafio en el magnetismo. Las
analogias entre la migracion celular colectiva y los efectos colectivos en los sistemas de espin magnético pueden
explorarse mediante la creacion de redes multicelulares de diferentes tamafos y simetrias. Los vortices celulares
coordinados pueden ser analogos a los espines anti-ferromagnéticos; los vortices de células vecinas pueden rotar en
direcciones opuestas, junto con el esfuerzo de corte. La disposicion de las células en una red con simetria cuadrada
puede generar una fase anti-ferromagnética; todo el espacio puede ser revestido por vortices contrarrotativos. Por el
contrario, colocando células en una red con simetria hexagonal (técnicamente una red de panal en este caso), la
frustracion geométrica puede suprimir la coordinacién macroscopica de vortices rotativos. La fase hexagonal puede
ser analoga a un cristal giratorio. El acoplamiento de esfuerzo de corte puede no ser la Unica fuerza impulsora potencial
para estas fases; El flujo celular a través de los nodos puede ser muy diferente en las dos redes. En una red cuadrada,
cada nodo puede tener dos entradas y dos salidas; en una red hexagonal, cada nodo puede tener una entrada y dos
salidas, o viceversa (figura 19C, D). La figura 19C, D ilustra: (C) Las células en una red cuadrada forman una fase
anti-ferromagnética. (D) Las células en una red hexagonal (panal) forman un cristal giratorio. Las flechas indican la
direccion de migracion celular. Las flechas amarillas indican caminos cooperativos; las flechas rojas indican caminos
frustrados. El uso de la simetria como principio para controlar el movimiento colectivo puede representar una nueva
clase de guia celular.

Dimensionalidad en Ila estabilidad de la fase colectiva
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Tanto en los sistemas de equilibrio como en los de no equilibrio, como las estructuras celulares descritas en el presente
documento, el grado de ordenamiento, determinado por la competencia entre fluctuaciones aleatorias y las fuerzas
que promueven el orden, puede depender de la dimensionalidad del sistema. Para explorar la dependencia del orden
en la dimension del sistema, redes 1D, 2D y 3D pueden crearse con caracteristicas idénticas y comparar correlaciones
espacio-temporales en la migracion celular entre las tres. El verdadero orden de largo alcance puede no estar presente
en ningun sistema, sin embargo, el orden 2D puede tener un rango mayor que el orden 1D, en analogia con la
inestabilidad de Ladau-Pierls. Adicionalmente, puede haber una gran diferencia entre la coordinacion anti-
ferromagnética y la vorticidad celular en 3D. Todo el espacio se puede colocar en mosaico con giros antiparalelos en
una red cubica porque todos los giros se pueden alinear a lo largo de un solo eje. Por el contrario, la direccion de "giro"
en un vortice giratorio en una red cubica es normal a la cara del cubo en el que se asienta. Puede ser imposible revestir
todo el espacio con estos giros, y puede producirse frustracion geométrica 3D.

Problemas y enfoques alternativos

La adhesion insuficiente entre las estructuras celulares y el YSM puede provocar la delaminacion en la interfaz. Esto
puede mitigarse mediante la modificacion quimica del material YSM; Carbopol® es un polimero a base de acrilato, y
la unién covalente de proteinas es directa. Como alternativa, el colapso de varias estructuras delaminadas puede
proporcionar informacion igualmente valiosa sobre el comportamiento celular colectivo en estructuras complejas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para crear una estructura tridimensional dentro de un primer material (120), comprendiendo el método:

causar un cambio de fase en una region (140) del primer material (120) aplicando energia enfocada a la region
usando una fuente de energia enfocada (130); y

desplazar el primer material (120) en la region (140) con un segundo material (160), en donde el primer material
(120) es un material Herschel-Bulkley que tiene un limite elastico inferior a 100 Pascales, y

en donde el limite elastico se determina cortando el material en un redmetro usando geometria placa-placa y
mediante la ecuacion de Herschel-Bulkley o = oy + kyP, donde o, es el limite elastico, o es el esfuerzo de corte, k
es el indice de viscosidad del material, y es la velocidad de corte y p es un nimero positivo, en donde cuando se
usa el redmetro, el material se corta a varias velocidades de corte que se extienden desde 1000 s a 0,001 sy
para cada velocidad de corte, el material se corta durante 30 segundos, después de lo cual se recopilan y
promedian los datos de esfuerzo de corte.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que: la fuente de energia enfocada (130) esta configurada para causar un
cambio de fase inversa en la region (140) del primer material (120); o en el que el primer material (120), que es un
material de Herschel-Bulkley, comprende un gel granular blando, preferentemente en donde el gel granular blando
estda hecho de microparticulas poliméricas empaquetadas, tal como en donde las microparticulas poliméricas
empaquetadas tienen un diametro de entre 0,1 y 100 micrémetros, o en donde las microparticulas poliméricas
empaquetadas tienen aproximadamente 5 micrometros de diametro, o en donde las microparticulas poliméricas
empaquetadas estan a una concentracion en peso en el gel granular blando de menos del 2 %, opcionalmente en
donde las microparticulas empaquetadas poliméricas estan a una concentracion en peso en el gel granular blando de
entre el 0,5 % y el 1 %; o en donde las microparticulas empaquetadas poliméricamente estan a una concentracion en
masa en el gel granular blando de entre el 0,2 % y el 0,7 %; o en donde el primer material comprende un hidrogel, tal
como en donde el hidrogel comprende un polimero de carbémero, o en donde el hidrogel comprende polimeros
reticulados de acido acrilico, o en donde el hidrogel comprende un microgel polielectrolitico.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer material (120) comprende un gel granular blando y el gel
granular blando esta hecho de microparticulas compactas poliméricas y en donde el primer material (120) comprende
una dispersion de elastomero de silicona, preferentemente en donde la dispersion de elastomero de silicona
comprende un elastémero de silicona disperso en PDMS.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que: el limite elastico del primer material (120) esta entre 1 y 100 Pascales,
preferentemente en el que el limite elastico del primer material (120) esta entre 10 y 100 Pascales; o en el que un
esfuerzo de corte del primer material (120) es independiente de la velocidad de corte a una velocidad de corte de 10
35" 0 en el que el esfuerzo de corte del primer material (120) a una velocidad de corte de 10 s™' depende solo de un
componente elastico del primer material (120); o en el que el limite elastico del primer material (120) esta por debajo
de una presioén hidrostatica del primer material (120); o en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico
de entre 0,25 segundos y 2,5 segundos, preferentemente en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico
de entre 0,25 segundos y 1,5 segundos, tal como en donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre
0,25 segundos y 1 segundo; o en el que el primer material (120) tiene un indice tixotrépico de entre 4 y 7,
preferentemente en el que el primer material (120) tiene un indice tixotrépico entre 4 y 6, tal como en donde el primer
material (120) tiene un indice tixotrépico entre 4 y 5, opcionalmente en el que el primer material (120) tiene un tiempo
tixotrépico de entre 0.25 segundos y 1.5 segundos, preferentemente en el que el primer material (120) tiene un tiempo
tixotrépico de entre 0,25 segundos y 1 segundo; o en el que el primer material (120) y el segundo material (160) son
miscibles; o en el que el segundo material (160) comprende una solucidon precursora de materiales de matriz
extracelular; o en el que el segundo material (160) comprende una o mas células; o en el que el desplazamiento
comprende:

inyectar, con un inyector, el segundo material (160) en el primer material (120); y

con el paso del tiempo, desplazar relativamente el primer material (120) con respecto al inyector (150),
preferentemente en donde el desplazamiento relativo del primer material (120) con respecto al inyector (150)
comprende la rotacion relativa del primer material (120) con respecto al inyector (150), tal como donde la rotacion
relativa del primer material (120) con respecto al inyector (150) comprende rotacién alrededor de un eje del primer
material (120), o en donde el desplazamiento relativo comprende desplazar relativamente el primer material (120) con
respecto al inyector (150) a una velocidad de desplazamiento mas rapida que un tiempo de ruptura caracteristico de
un chorro del segundo material (160).

5. El método de la reivindicacion 1, en el que: el desplazamiento comprende, con el paso del tiempo, desplazar
relativamente un punto de enfoque de la fuente de energia enfocada (130) con respecto al primer material (120),
preferentemente en el que:

el desplazamiento comprende ademas inyectar, con un inyector (150), el segundo material (160) en el primer material
(120) y mover el inyector (150) con el tiempo; y

el desplazamiento relativo comprende el movimiento de sincronizacion del inyector (150) con el desplazamiento
relativo del punto focal de la fuente de energia enfocada (130); o que comprende ademas liberar el primer material
(120) de la contencion; o que comprende ademas:
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lavar el primer material (120) para liberar el segundo material (160) del primer material (120), preferentemente en
donde el lavado comprende inyectar una o mas sales y/o solventes organicos en el primer material (120); o en donde
el desplazamiento comprende desplazar el primer material (120) con el segundo material (160) durante un tiempo
indefinido; o en donde el desplazamiento comprende el desplazamiento continuo del primer material (120) con el
segundo material (160) durante mas de un dia.

6. Un cartucho para impresion tridimensional, comprendiendo el cartucho:

una carcasa configurada para insercion en un dispositivo de impresion tridimensional;

un hueco en la carcasa;

un primer material (120) dentro del hueco, comprendiendo el primer material (120) un material Herschel-Bulkley
que tiene un limite elastico inferior a 100 Pascales; y

una abertura en la carcasa configurada para que un inyector (150) pase a través de la carcasa hacia el hueco y
desplace el primer material (120) con un segundo material (160),

en donde el primer material (120) es permeable por la energia enfocada aplicada a una region (140) del primer
material (120) usando una fuente de energia enfocada (130), y

en donde el limite elastico se determina cortando el material en un redmetro usando geometria placa-placa y
mediante la ecuacion de Herschel-Bulkley o = oy + kyP, donde o, es el limite elastico, o es el esfuerzo de corte, k
es el indice de viscosidad del material, y es la velocidad de corte y p es un nimero positivo, en donde cuando se
usa el redmetro, el material se corta a varias velocidades de corte que se extienden desde 1000 s a 0,001 sy
para cada velocidad de corte, el material se corta durante 30 segundos, después de lo cual se recopilan y
promedian los datos de esfuerzo de corte.

7. El cartucho de la reivindicacion 6, en el que: la fuente de energia enfocada esta configurada para causar un cambio
de fase inversa en la region del primer material (120); o en el que el primer material (120) que es un material de
Herschel-Bulkley comprende un gel granular blando, preferentemente en donde el gel granular blando esta hecho de
microparticulas poliméricas empaquetadas, opcionalmente en donde las microparticulas con relleno polimérico tienen
entre 0,1 y 100 micrometros de diametro, o en donde las microparticulas con relleno polimérico tienen
aproximadamente 5 micrémetros de diametro, o en donde las microparticulas con relleno polimérico estan a una
concentracién en peso en el gel granular blando de menos del 2 %, tal como en donde las microparticulas
empaquetadas poliméricas estan a una concentracion en peso en el gel granular blando de entre el 0,5 % y el 1 %, o
en donde las microparticulas empaquetadas poliméricas estan a una concentracion en masa en el gel granular blando
de entre el 0,2 % y el 0,7%, o en donde el primer material (120) comprende un hidrogel, tal como en donde el hidrogel
comprende un polimero de carbémero, o en donde el hidrogel comprende polimeros reticulados de acido acrilico, o
en donde el hidrogel comprende un microgel polielectrolitico, o en donde el primer material (120) comprende una
dispersion de elastémero de silicona, tal como en donde la dispersién de elastémero de silicona comprende un
elastémero de silicona disperso en PDMS.

8. El cartucho de la reivindicacion 6, en el que: el limite elastico del primer material (120) esta entre 1 y 100 Pascales,
tal como donde el limite elastico del primer material (120) esta entre 10 y 100 Pascales; o en el que un esfuerzo de
corte del primer material (120) es independiente de la velocidad de corte a una velocidad de corte de 10 s™'; 0 en el
que el esfuerzo de corte del primer material (120) a una velocidad de corte de 103 s™' depende solo de un componente
elastico del primer material (120); o en el que el limite elastico del primer material (120) esta por debajo de una presion
hidrostatica del primer material (120); o en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotropico de entre 0,25
segundos y 2,5 segundos, preferentemente en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre 0,25
segundos y 1,5 segundos, tal como en donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre 0,25
segundos y 1 segundo; o en el que el primer material (120) tiene un indice tixotropico de entre 4 y 7; preferentemente
en el que el primer material (120) tiene un indice tixotropico de entre 4 y 6, tal como en donde el primer material (120)
tiene un indice tixotropico entre 4 y 5, por ejemplo en donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de
entre 0,25 segundos y 1,5 segundos, opcionalmente en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de
entre 0,25 segundos y 1 segundo; o en el que el primer material (120) y el segundo material (160) son miscibles; o en
el que el segundo material (160) comprende una solucion precursora de materiales de matriz extracelular; o en el que
el segundo material (160) comprende una o mas células; o que comprende ademas:

una plataforma configurada para causar un desplazamiento relativo entre el primer material (120) y el inyector (150),
preferentemente en el que el desplazamiento relativo entre el primer material (120) y el inyector (150) comprende una
rotacion relativa entre el primer material (120) y el inyector (150), tal como donde la rotacion relativa entre el primer
material (120) y el inyector (150) comprende la rotacién alrededor de un eje del primer material (120), opcionalmente
en el que la plataforma esta configurada para provocar el desplazamiento relativo entre el primer material (120) y el
inyector (150) a una velocidad de desplazamiento mas rapida que un tiempo de ruptura caracteristico de un chorro del
segundo material (160).

9. El cartucho de la reivindicacion 6, que comprende, ademas:

un actuador (290) configurado para causar desplazamiento relativo entre un punto de enfoque de la fuente de energia
enfocada y el primer material (220), preferentemente en donde la plataforma y/o el actuador (290) estan configurados
de tal manera que el movimiento de la plataforma esta sincronizado con el movimiento del actuador (290); o en el que
el primer material (220) es liberable de la contencién; o que comprende ademas:
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un segundo inyector para lavar el primer material (120) para liberar el segundo material (160) del primer material (120),
preferentemente en donde el segundo inyector esta configurado para inyectar una o mas sales y/o disolventes
organicos en el primer material (120); o en el que el inyector esta configurado para desplazar el primer material (120)
con el segundo material (160) durante un tiempo indefinido; o en donde el inyector esta configurado para desplazar
continuamente el primer material (120) con el segundo material (160) durante un tiempo superior a un dia.

10. Un aparato (100) para crear una estructura tridimensional, comprendiendo el aparato:

un contenedor (110) que contiene un primer material (120);

una fuente de energia enfocada (130) configurada para causar un cambio de fase en una region (140) del primer
material (120) aplicando energia enfocada a la region (140); y

un inyector (150) configurado para desplazar el primer material (120) en la region (140) con un segundo material
(160),

en el que el primer material (120) es un material Herschel-Bulkley que tiene un limite elastico inferior a 100
Pascales, y

en el que el limite elastico se determina cortando el material en un reémetro usando geometria placa-placa y
mediante la ecuacion de Herschel-Bulkley o = oy + kyP, donde o, es el limite elastico, o es el esfuerzo de corte, k
es el indice de viscosidad del material, y es la velocidad de corte y p es un nimero positivo, en donde cuando se
usa el redmetro, el material se corta a varias velocidades de corte que se extienden desde 1000 s a 0,001 sy
para cada velocidad de corte, el material se corta durante 30 segundos, después de lo cual se recopilan y
promedian los datos de esfuerzo de corte.

11. El aparato (100) de la reivindicacion 10, en el que: la fuente de energia enfocada (130) esta configurada para
causar un cambio de fase inversa en la region (140) del primer material (120); o en el que el primer material (120) que
es un material de Herschel-Bulkley comprende un gel granular blando, preferentemente en donde el gel granular
blando esta hecho de microparticulas poliméricas empaquetadas, tal como en donde las microparticulas poliméricas
empaquetadas tienen un diametro de entre 0,1 y 100 micrémetros, o en donde las microparticulas poliméricas
empaquetadas tienen aproximadamente 5 micrometros de diametro, o en donde las microparticulas poliméricas
empagquetadas estan a una concentracion en peso en el gel granular blando de menos del 2 %, preferentemente en
donde las microparticulas empaquetadas poliméricas estan a una concentracion en peso en el gel granular blando de
entre el 0,5 % y el 1 %, o en donde las microparticulas empaquetadas poliméricas estan a una concentracion en masa
en el gel granular blando de entre el 0,2 % y el 0,7 %, o en donde el primer material (120) comprende un hidrogel,
opcionalmente en donde el hidrogel comprende un polimero de carbémero, o en donde el hidrogel comprende
polimeros reticulados de acido acrilico, o en donde el hidrogel comprende un microgel polielectrolitico, o en donde el
primer material (120) comprende una dispersion de elastémero de silicona, tal como en donde la dispersion de
elastémero de silicona comprende un elastémero de silicona disperso en PDMS.

12. El aparato (100) de la reivindicacion 10, en el que: el limite elastico del primer material (120) esta entre 1 y 100
Pascales; tal como donde el limite elastico del primer material (120) esta entre 10 y 100 Pascales; o en el que un
esfuerzo de corte del primer material (120) es independiente de la velocidad de corte a una velocidad de corte de 10
35 0 en el que el esfuerzo de corte del primer material (120) a una velocidad de corte de 10 s depende solo de un
componente elastico del primer material (120); o en el que el limite elastico del primer material (120) esta por debajo
de una presion hidrostatica del primer material (120); o en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico
de entre 0,25 segundos y 2,5 segundos, tal como donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre
0,25 segundos y 1,5 segundos, preferentemente en el que el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre
0,25 segundos y 1 segundo; o en el que el primer material (120) tiene un indice tixotrépico entre 4 y 7, tal como en
donde el primer material (120) tiene un indice tixotropico de entre 4 y 6, o en donde el primer material (120) tiene un
indice tixotropico de entre 4 y 5, preferentemente en donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotropico de entre
0,25 segundos y 1,5 segundos, opcionalmente en donde el primer material (120) tiene un tiempo tixotrépico de entre
0,25 segundos y 1 segundo; o en donde el primer material (120) y el segundo material (160) son miscibles; o en donde
el segundo material (160) comprende una solucion precursora de materiales de matriz extracelular; o en donde el
segundo material (160) comprende una o mas células.

13. El aparato (100) de la reivindicacion 10, que comprende ademas: una plataforma configurada para causar un
desplazamiento relativo entre el primer material (220) y el inyector (250), preferentemente en donde el desplazamiento
relativo entre el primer material (220) y el inyector (250) comprende una rotacion relativa entre el primer material (220)
y el inyector (250), tal como donde la rotacion relativa entre el primer material (220) y el inyector (250) comprende la
rotacion alrededor de un eje del primer material (220), preferentemente en donde la plataforma esta configurada para
provocar el desplazamiento relativo entre el primer material (220) y el inyector (250) a una velocidad de desplazamiento
mas rapida que un tiempo de ruptura caracteristico de un chorro del segundo material (260).

14. El aparato (100) de la reivindicacion 10, que comprende ademas: un actuador (290) configurado para causar un
desplazamiento relativo entre un punto de enfoque de la fuente de energia enfocada y el primer material (220),
preferentemente en donde la plataforma y/o el actuador (290) estan configurados de tal manera que el movimiento de
la plataforma esta sincronizado con el movimiento del actuador (290).

22



ES 2745 696 T3

15. El aparato (100) de la reivindicacion 10, en el que:

el primer material (120) es liberable de la contencién; o que comprende ademas:

un segundo inyector para lavar el primer material (120) para liberar el segundo material (160) del primer material (120),
tal como en donde el segundo inyector esta configurado para inyectar una o mas sales y/o disolventes organicos en
el primer material (120); o en donde el aparato (100) esta configurado para operar el inyector para desplazar el primer
material (120) con el segundo material (160) durante un tiempo indefinido; o en donde el aparato (100) esta configurado
para operar el inyector (150) para desplazar continuamente el primer material (120) con el segundo material (160)
durante un tiempo superior a un dia.
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SOLVENTE: MEDIO CRECIMIENTO CELULAR ~ SOLVENTE: AGUA'Y NaOH (pH 6)
1% CARBOPOL O 1% CARBOPOL
© (,9% CARBGPOL @ (,2% CARBOPOL
0,76% CARBOPCL @ 0,05% CARBOPCL

VELOCIDAD DE CORTE, § {51}

FIG. 20
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