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RESUMEN

Las Ulceras por pie diabético constituyen un grave problema de salud publica debido a su alta
prevalencia y a la dificultad en lograr una cicatrizacion adecuada. Los apositos
convencionales presentan limitaciones, lo que ha impulsado la busqueda de biomateriales
capaces de generar un ambiente favorable para la regeneracion tisular. En este contexto, los
hidrogeles en forma de andamio surgen como una alternativa prometedora por su capacidad
de retener agua, absorber exudados y liberar compuestos bioactivos de manera controlada.

En el presente trabajo, se desarrollé un aposito de hidrogel basado en alginato y gelatina
mediante bioimpresion 3D, incorporando sangre de grado como agente terapéutico por sus
reconocidas propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y cicatrizantes. Se llevaron a cabo
ensayos de imprimibilidad de distintas concentraciones para encontrar la formulacién éptima
de alginato y gelatina. Luego de ello, se incorpor6 la sangre de grado y se evaluaron las
propiedades viscoelasticas, capacidad de absorcion y liberacion controlada.

El ensayo de optimizacion de hidrogel mostré que la formulacién optima fue alginato 3% y
gelatina 4% (A3G4). En los ensayos reoldgicos, esta formulacion presentd estabilidad
estructural y comportamiento pseudoplastico favorable para la bioimpresion. La adicion de
5% de sangre de grado no alterd significativamente estas propiedades, manteniendo la
capacidad de impresién y absorcion. Los andamios impresos alcanzaron valores de absorcion
superiores al 1900% en PBS y mostraron un perfil de liberacion prolongada de compuestos
bioactivos, ajustdndose al modelo cinético de Korsmeyer—Peppas, lo que evidencié un
mecanismo difusivo tipo Fickiano.

Los resultados obtenidos demuestran que la combinacion de biomateriales accesibles con un
recurso fitoterapéutico tradicional genera un aposito innovador con potencial aplicacién en el
tratamiento de Ulceras por pie diabético. Sin embargo, se reconoce la necesidad de estudios
complementarios de biocompatibilidad celular, estabilidad de compuestos y ensayos in vivo
que validen la seguridad y eficacia clinica de la propuesta.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabolica crénica que afecta a millones de
personas en todo el mundo. Se caracteriza por una deficiencia en la secrecion de insulina por
el pancreas o por la incapacidad del organismo de utilizar de manera eficaz la insulina
disponible. Esta disfuncion metabdlica genera complicaciones micro y macrovasculares que
deterioran de manera significativa la calidad de vida de los pacientes y representan una

elevada carga para los sistemas de salud.

Entre las complicaciones mas graves y frecuentes de la DM se encuentran las Ulceras por pie
diabético (UPD), que constituyen una causa importante de morbilidad y discapacidad. Estas
lesiones se desarrollan como consecuencia de la neuropatia periférica, la insuficiencia
vascular y la susceptibilidad a infecciones, factores que, en conjunto, dificultan el proceso
normal de cicatrizacion. Se estima que las UPD tienen una incidencia anual cercana al 2%, y
que entre el 19 y el 34% de los pacientes con diabetes desarrollard una Ulcera a lo largo de su
vida (Arias-Rodriguez et al., 2023).

En el caso del Pert, la DM se reconoce como un problema de salud publica cuya prevalencia
oscila entre el 4,1% y el 8,4% en la poblacién adulta. Las UPD asociadas a esta enfermedad
se manifiestan principalmente por neuropatia y por complicaciones vasculares, alcanzando
cifras de entre 57% y 90% en pacientes atendidos en hospitales de referencia de tercer nivel.
Estas estadisticas reflejan la magnitud del problema y la necesidad de estrategias terapéuticas

maés eficaces (Viadé-Julia et al., 2024).

Desde el punto de vista econdémico, las UPD representan una carga considerable. Solo en los
Estados Unidos, se destinan anualmente alrededor de 28 mil millones de ddlares del
presupuesto de Medicare para el tratamiento de heridas cronicas. A nivel global, el mercado
de productos destinados a la atencion de UPD se valoré en 7 mil millones de délares en 2019,
con proyecciones de alcanzar los 11 mil millones en 2027, lo que representa una tasa
compuesta anual de 5,9% (Nussbaum et al., 2018; Peter-Riesch, 2016) .

Los tratamientos convencionales incluyen apoésitos basicos, desbridamiento quirdrgico y

administracion sistémica de antibidticos. Sin embargo, estas estrategias han demostrado


https://www.zotero.org/google-docs/?csUwha
https://www.zotero.org/google-docs/?6iYgGB
https://www.zotero.org/google-docs/?wwcaJw

eficacia limitada en la aceleracion del proceso de cicatrizacion, particularmente en pacientes
diabéticos cuyo entorno fisioldgico compromete la regeneracion tisular (Glover et al., 2021).
Frente a estas limitaciones, los apoésitos de hidrogel han surgido como una alternativa
avanzada y prometedora, debido a su capacidad para mantener un ambiente humedo, absorber
exudados, permitir la liberacién controlada de agentes bioactivos y, en algunos casos,
favorecer la regeneracion del tejido mediante la incorporacion de moléculas terapéuticas
(Casado et al., 2020).

Para que los apositos de hidrogel en forma de scaffold sean efectivos en el tratamiento de las
UPD, deben cumplir con caracteristicas especificas: macroporosidad, que facilite la adhesion
y proliferacion celular; capacidad de absorcion de exudados, que favorezca la cicatrizacion
eficiente; potencial de encapsulacién y liberacion de farmacos, y propiedades antioxidantes,
que contrarrestan el estrés oxidativo caracteristico de estas lesiones. Para su fabricacion se
emplean distintos biomateriales como el alginato, gelatina, acido hialurénico, pectina,
quitosano, polietilenglicol y poli(etilenglicol)-diacrilato, los cuales suelen combinarse para
obtener un balance dptimo entre biocompatibilidad, estabilidad y funcionalidad (Zhou et al.,
2024).

Los avances recientes en biofabricacion han impulsado el desarrollo de apositos
personalizados mediante bioimpresion 3D, una técnica que permite construir andamios capa
por capa con geometrias controladas y adaptadas a las necesidades del paciente. Asimismo,
dentro los apositos desarrollados mediante técnicas avanzadas se ha integrado farmacos,
extractos de origen natural, nanoparticulas e incluso células madre, con el fin de potenciar las
propiedades terapéuticas de los biomateriales. Entre las alternativas naturales se encuentra la
sangre de grado, una resina vegetal de origen amazonico con reconocidas propiedades
cicatrizantes, inmunomoduladoras, analgésicas, antioxidantes y antiinflamatorias (Jura-
Morawiec & Tulik, 2016; Namjoyan et al., 2015). Actualmente, incorporado sangre de grado
en parches creados con electrohilado de quitosano y policaprolactona para el tratamiento de
heridas (Irani et al., 2024); sin embargo, no se encontrado estudios donde se haya investigado
la incorporacion de sangre de grado en parches de hidrogel fabricados con impresién 3D, lo

cual muestra un punto de innovacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un aposito de hidrogel en forma de andamio para terapia avanzada que sea
eficiente y seguro para el tratamiento de Ulceras por pie diabético empleando técnicas de

fabricacion disponibles en el contexto peruano.

Obijetivos especificos

e Preparar hidrogeles utilizando materiales disponibles y optimizar la formulacion junto
con los parametros de impresion.

e Disefiar e implementar un apdsito o andamio para tratamiento de heridas cronicas.

e Caracterizar las propiedades reoldgicas del hidrogel al incluir sangre de grado.

e Caracterizar la capacidad de absorcion del andamio.

e Caracterizar la liberacion controlada de sangre de grado desde el andamio.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

El presente capitulo presenta una revision de la literatura existente que sustenta la necesidad y
relevancia de disefiar y desarrollar alternativas tecnoldgicas para el tratamiento de heridas
cronicas, en particular de Ulceras por pie diabético y el contexto tecnoldgico con los

diferentes niveles de desarrollo tecnologico de estos dispositivos en la actualidad.

1.1 Las heridas crénicas y sus tratamientosdisponibles

Las heridas se clasifican como agudas o cronicas; las heridas agudas pasan por los periodos
normales de recuperacién de la herida en el cual la reparacién es usualmente un mes. A
diferencia de las heridas cronicas que parecen ser mas complicadas y experimentan un
periodo méas prolongado para curar (Radmanesh et al., 2022). Los tipos de heridas cronicas
pueden ser Ulceras arteriales, Ulceras por presion, Ulceras venosas y Ulceras de pie diabético
(Figura 1) (Nunan et al., 2014; Pyun et al., 2015)

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que consta de cuatro etapas principales:
hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion. La primera respuesta inmediata a la
lesion es la hemostasia, el proceso en el que la pérdida de sangre se mantiene en el lugar de la
herida. La segunda etapa se llama fase inflamatoria y comienza con la emision de enzimas
proteoliticas y citoquinas proinflamatorias sobre las células inmunitarias invadidas a la zona
de la herida. Estas células inflamatorias generan especies reactivas de oxigeno (ROS). La
tercera etapa es una proliferacion en la que, por fase de epitelizacion, se forma un nuevo
tejido de granulaciéon y comienza a crecer en el area de la herida, formando una nueva matriz
extracelular (ECM, por sus siglas en inglés). Finalmente, la ultima etapa de la curacion es la
remodelacion. Durante esta fase, la composicion de los cambios de la matriz y el colageno
tipo 111 se reemplaza por el tipo I, lo que conduce a un aumento de la nueva resistencia a la
traccion del tejido (Moeini et al., 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?MK1Cbz
https://www.zotero.org/google-docs/?NY4ilw
https://www.zotero.org/google-docs/?2mY1zD

Figura 1. Tipos de heridas (Nunan et al., 2014)

En el caso de las Ulceras de pie diabético, se da una reduccion de antioxidantes y un aumento
del estrés oxidativo (desequilibrio de ROS) que impulsan las complicaciones de las Ulceras
diabéticas del pie (UPD). Estos factores en conjunto contribuyen a la respuesta alterada a la
cicatrizacion de heridas en pacientes diabéticos (Zhang et al., 2021).

Dentro de los tratamientos actuales para heridas cronicas se tiene a los tratamientos
estdndares y avanzados. Los tratamientos estandares incluyen el desbridamiento y la
administracion de farmacos. Sin embargo, las terapias estandar a menudo no son suficientes
para prevenir la progresion de la herida de leve a moderada, por lo que son necesarias las
terapias avanzadas. Las terapias avanzadas se administran con el propdsito de disminuir el
riesgo de reinfeccion y optimizar la eficacia del proceso de cicatrizacion de heridas (Glover
et al., 2021). Los tratamientos avanzados para las heridas cronicas incluyen apositos
delgados, hidrocoloides, espumas e hidrogeles (Casado et al., 2020). Por lo tanto, existe una
brecha tecnoldgica en dispositivos para el tratamiento de heridas cronicas que permitan un

balance de costo-beneficio y bienestar del paciente.
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1.2 Tecnologias para el tratamiento de heridas cronicas
1.2.1 Uso de los apositos de hidrogel

Los hidrogeles se han definido como sistema de dos o multiples componentes que consisten
en una red tridimensional de cadenas de polimeros y agua que llena el espacio entre
macromoléculas. Los hidrogeles tienen la capacidad de absorber agua y no se disuelve en
esta. Esta capacidad de absorber se debe a la presencia de grupos funcionales hidrofilicos
(Ahmed, 2015). En el caso del tratamiento de heridas UPD los hidrogeles tienen distintas
ventajas. En primer lugar, los hidrogeles pueden absorber y retener el exudado de la herida,
ayudando a reducir la inflamacién y minimizar el crecimiento bacteriano. Otra de las
ventajas es su capacidad para liberar agentes bioactivos, como factores de crecimiento para
mejorar la cicatrizacion de heridas y agentes antimicrobianos para prevenir infecciones; asi
como farmacos y facilitar la curacion simultineamente para acelerar el proceso de curacion
(Ko & Liao, 2023).

1.2.2 Métodos de fabricacion avanzada de apdsitos de hidrogel

Los hidrogeles se pueden fabricar por métodos fisicos, quimicos, métodos de autoensamblaje
y métodos hibridos. Sin embargo, nuevas tecnologias de fabricacion como la bioimpresion
3D se estan utilizando para la ingenieria de tejidos para proporcionar formas y estructuras

personalizadas. A continuacion se presenta un resumen de los métodos utilizados:

e Electrohilado: El electrohilado (Figura 2a) es un proceso para obtener fibras de
polimero, ceramica, metales y compuestos a partir de soluciones, dispersiones 0
fundidos, mediante la aceleracion de un chorro liquido a traves de un campo eléctrico.
Este método permite crear membranas fibrosas con alta porosidad, ideales para imitar
la matriz extracelular (ECM) y cdmo andamios en aplicaciones de tratamiento de
UPD. Los parametros pueden ajustarse para optimizar la reproducibilidad y las
caracteristicas del andamio, como la carga de farmacos y la estructura porosa (Chen
et al., 2019; Glover et al., 2021).

e Modelado por deposicion fundida (FDM): ElI modelado por deposicion fundida
(Figura 2b) es una tecnologia donde se utilizan termopléasticos extruidos en filamentos

para depositarlos segin un patron especifico generado previamente en CAD. Esta
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técnica permite fabricar andamios de diversos materiales poliméricos, con
propiedades mecanicas prometedoras y sin citotoxicidad. Es escalable, permite la
produccioén rapida y puede emplearse en combinacidon con otras técnicas como el
espumado con gas para mejorar la resolucion y las propiedades mecéanicas (Gebisa &
Lemu, 2018; Glover et al., 2021).

e Bioimpresion 3D: La bioimpresion 3D (Figura 2c¢) utiliza biotintas para imprimir
andamios capa por capa, permitiendo la creacion de disefios personalizados con alta
repetibilidad. Esta técnica es parte de la fabricacion aditiva y puede incluir métodos
basados en inyeccion de tinta, extrusion y laser. Ofrece ventajas como alta porosidad,
soporte para la adhesién y proliferacion celular, y la capacidad de cargar células y
factores de crecimiento. Es particularmente adecuado para aplicaciones que requieren
estructuras que imitan organos o tejidos especificos (Glover et al., 2021; Kryou et al.,
2019).

(@) (b)

(©)

Figura 2. Métodos de fabricacién avanzada. (a) Electrohilado (b) Modelado por deposicién
fundida (FDM) (c) Bioimpresion 3D (Glover et al., 2021)
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https://www.zotero.org/google-docs/?ilQrqk
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1.2.3. Biomateriales utilizados para los apositos en forma de andamio

El disefio de apositos en forma de andamio requiere del uso de biomateriales capaces de
reproducir, en la medida de lo posible, las funciones de la matriz extracelular y proporcionar
un entorno favorable para la cicatrizacion de heridas crénicas como las Ulceras por pie
diabético. En este contexto, se han utilizado polimeros como el alginato, la gelatina, el acido
hialuronico, el quitosano, la pectina, polietilenglicol y poli(etilenglicol)-diacrilato, los cuales
ofrecen distintas ventajas y limitaciones. A continuacién, se describen las principales
caracteristicas de los biomateriales utilizados en la fabricacion de apdsitos de hidrogel en
forma de andamio, destacando sus propiedades mas relevantes para aplicaciones biomédicas

y la Tabla 1 se muestra un resumen general.
Alginato de sodio:

El alginato de sodio es un biopolimero natural extraido de algas pardas. Se compone de dos
unidades monomeéricas, el acido manurénico (M) y el acido gulurénico (G), que forman
largas cadenas con carga negativa (Axpe & Oyen, 2016) . Este material es ampliamente
utilizado debido a su capacidad de absorber y retener agua, asi como de permitir la difusion
de moléculas hacia el interior del gel. Estas propiedades lo convierten en un candidato ideal
para el desarrollo de biotintas en bioimpresion 3D. Cuando se combina con soluciones que
contienen cationes multivalentes (como calcio o bario), el alginato se reticula de manera
ionica y forma hidrogeles tridimensionales. Dichas estructuras ofrecen un ambiente similar a
la matriz extracelular (ECM), ademas de otorgar buena capacidad de impresion, estabilidad y

resistencia mecanica (Pahlevanzadeh et al., 2020) .

Acido hialurénico:

El acido hialuronico (HA) es un glicosaminoglicano compuesto por repeticiones de acido
glucurénico y N-acetil-D-glucosamina. Se encuentra de forma natural en la matriz
extracelular y cumple funciones clave en procesos bioldgicos como la regulacion del
comportamiento celular, la reduccion de la inflamacion, la angiogénesis y la cicatrizaciéon de
heridas. Sin embargo, una de sus limitaciones es su rapida degradacion dentro del organismo.

Por ello, suele modificarse quimicamente o reticularse mediante sus grupos hidroxilo y


https://www.zotero.org/google-docs/?k8QGrS
https://www.zotero.org/google-docs/?ZU6Rhw

carboxilo, lo que permite mejorar su estabilidad y ampliar sus aplicaciones en ingenieria de
tejidos (Zhou et al., 2024).

Quitosano:

El quitosano se obtiene a partir de la desacetilacién de la quitina, presente en exoesqueletos
de crustaceos, insectos y también en hongos. Su estructura esta formada por unidades de
glucosamina y N-acetilglucosamina unidas por enlaces B-(1-4). Gracias a sus propiedades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad antibacteriana y afinidad celular, es un
material muy atractivo para la fabricacion de hidrogeles aplicados en medicina regenerativa.
Estos hidrogeles, ademas, pueden presentar capacidad de autorreparacion, lo que los hace
atiles en aplicaciones biomédicas avanzadas. No obstante, debido a la heterogeneidad de su
estructura, los hidrogeles de quitosano suelen presentar una resistencia mecanica limitada
(Naghib et al., 2024).

Pectina:

La pectina es un polisacarido de origen vegetal presente en las paredes celulares. Esta
compuesta principalmente por acidos galacturénicos con grupos carboxilo parcialmente
esterificados. Su capacidad de formar geles la convierte en un biomaterial interesante para
aplicaciones médicas, especialmente en el cuidado de heridas. Puede retener y transportar
moléculas como proteinas, farmacos o células, y gracias a su naturaleza hidrofilica, interactia
con los exudados de las heridas formando un gel blando que facilita su eliminacion y control.
Ademas, posee propiedades antiinflamatorias que favorecen la cicatrizacion, lo que la hace
especialmente Util en el tratamiento de heridas cronicas, como las asociadas a la diabetes
(Aliyeva et al., 2024).

Gelatina:

La gelatina es un polimero peptidico natural derivado de la hidrdlisis parcial del colageno,
proceso que puede realizarse mediante tratamientos acidos, alcalinos o en agua caliente. Su
estructura mantiene similitud con la del colageno, lo que le otorga propiedades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja inmunogenicidad y ausencia de citotoxicidad.
Ademas, es un material sensible al calor que presenta una transicion reversible sol-gel,

caracteristica que lo hace util en aplicaciones biomédicas (Jiang et al., 2023) . Su solubilidad


https://www.zotero.org/google-docs/?MQWDh5
https://www.zotero.org/google-docs/?mzYyli
https://www.zotero.org/google-docs/?QvnjcS
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en agua se debe a la abundancia de grupos hidrofilos capaces de formar enlaces de hidrdgeno,
lo que le permite interactuar favorablemente con el entorno bioldgico (Mikhailov, 2023).
Gracias a estas propiedades, la gelatina no solo compensa la rotura del tejido alrededor de una
herida, sino que también actia como un sustrato natural que favorece la formacion de matriz
extracelular (ECM), convirtiéndola en un material ideal para el disefio de apositos y sistemas

destinados a la cicatrizacion de la piel (Cao et al., 2024).

Polietilenglicol:

El polietilenglicol (PEG) es un polimero hidrofilico sintetizado a partir del 6xido de etileno y
es ampliamente utilizado en biomedicina debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad y alta
solubilidad en agua, caracteristicas que lo hacen ideal para aplicaciones en la cicatrizacion de
heridas. Una de sus principales ventajas es la capacidad de formar hidrogeles
tridimensionales, especialmente a partir de derivados multi-ramificados (4, 6 u 8 brazos), que
permiten ajustar propiedades mecanicas como rigidez, elasticidad y degradacién en funcion
de las necesidades clinicas. Estos hidrogeles mantienen un ambiente himedo éptimo para la
cicatrizacion, favoreciendo la migracion celular y la regeneracion del tejido. Ademas, el PEG
puede funcionalizarse con grupos reactivos (catecol, dopamina, acrilato o maleimida) para
conferir propiedades bioadhesivas, facilitando el cierre de heridas y la union a tejidos
bioldgicos. Otra propiedad destacada es su capacidad para actuar como sistema de liberacion
controlada, ya que los hidrogeles de PEG pueden incorporar farmacos, antibioticos o factores
de crecimiento y liberarlos de forma sostenida en el sitio de la herida. Finalmente, la
superficie recubierta con PEG reduce la adhesiéon bacteriana, disminuyendo el riesgo de
infeccion (Hutanu, 2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?X2mpV1
https://www.zotero.org/google-docs/?ViLWJq
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Tabla 1. Biomateriales utilizados para la fabricacion de apdsitos de hidrogel

Materiales |Descripcién Ventajas Desventajas
- Es biocompatible y biodegradable. |-Baja fidelidad de forma
- Tiene propiedades de y colapso estructural.
mucoadhesion. -Baja proliferacion
Polisacarido natural derivado |- Tiene alta absorcion, lo que limita la | celular.
Alginato de|de las paredes celulares de secrecion de heridas y reduce la -Propiedades mecanicas
sodio algas marrones. contaminacién bacteriana. deficientes.
- Necesita ser
Glicosaminoglicano aniénico [-Material altamente biocompatible.  |modificado
Acido no sulfatado y componente de |-La degradacidon de este material quimicamente para ser
hialurénico | la matriz extracelular (ECM) promueve la angiogénesis. bio imprimible.
Polisacarido natural derivado  |-Efectos antimicrobianos y
de la N-desacetilacion alcalina [antiflngicos
de la quitina y principal -Presenta accion homeostatica.
componente estructural del -Permite la administracion de -Por si solo tiene baja
Quitosano |exoesqueleto de los crustaceos |farmacos. resistencia mecéanica.
- Es biocompatible y mucoadhesivo. |-Alta tasa de
Polisacarido anionico extraido |-Presenta accion homeostéatica. degradacion.
de las paredes celulares de las [-Permite la administracion de -Baja resistencia
Pectina plantas. farmacos. mecanica.
- Degradacion controlada. - Por si solo presenta
- Al usarse con SA, incrementa las complicaciones al
propiedades mecanicas. modificar la temperatura
Polimero proveniente del - Permite la adhesion celular debidoa |de impresion y la
Gelatina | colageno. sus secuencias RGD. viscosidad.
-Propiedades hidrofilas.
-Al usarse con SA, incrementa las
propiedades mecanicas
Polietilengl | Polimero sintético a base de -Biocompatible, no inmunogénico y
icol (PEG) |éter. flexible. - Baja adherencia celular.
Poli(etileng -Buena biocompatibilidad.
licol)-diacri| Compuesto derivado del PEG |-Alta absorcion de agua.
lato que contiene dos grupos -Fotopolimerizacion que se adapta a
(PEGDA) |]acrilato en sus extremos. las técnicas de fabricacion 3D - Baja adherencia celular.

1.2.4 Apositos de hidrogel en desarrollo e investigacion

Se han desarrollado diversos apdsitos de hidrogel en forma de andamio utilizando una

variedad de polimeros fabricados con tecnologias de fabricacion avanzada para el tratamiento

de Ulceras por pie diabético; por ello, se han revisado un total de 9 articulos y se analizaran en

base a la microestructura, propiedades mecanicas, absorcion, degradacion y viabilidad

celular. En la tabla 2, se menciona un resumen de los resultados encontrados.



Tabla 2. Resumen de apositos de hidrogel en desarrollo e investigacion
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Propiedades Hinchazény
Material | Aditivo|Preparacion |Microestructura |mecanicas absorcion de agua |Degradacién | Autor
Lon
Pectina + Bioimpresion (Long
quitosano |LDC |3D No especifica No especifica No especifica No especifica etal., 2019)
Ilhan et al.,
Bioimpresion | Tamafio de ESR:240%en 7 (
AS+PEG|SsCc  |3D poro:136,12 um |T:14,6 26,16 MPa. | dias 30%en5dias | 2020)
Intini
Espaciado de (
Quitosano | - FDM filamento:200 um | No especifica No especifica No especifica etal., 2018)
T: 2,46 + 0,3 MPa (Augustine
GelMA + Didmetro: 3,5+ |YM:14,84 £2,52 |ESR:280%en5
PHBV  |EGF |Electrohilado |1,8 pm MPa dias No especifica | €t @l 2021)
T: 2753,58 £ 92,25
Bioimpresion kPa (Wang
PLGA + 3D + YM: 531,11 +12,6 20%en 4
AS - Electrohilado |No especifica kPa No especifica semanas etal., 2019)
L . Area (_je (Brites
Bioimpresion |porosidad: 0.26 +
Gel MH 3D 0.09 mm? No especifica No especifica No especifica etal., 2023)
CaCO3 indice de (Linetal
AS + Gel |microes |Bioimpresion T:7,678 £1,108 | hinchazén: 2046 + K
+ 0OSA f. 3D No especifica kPa 21 % No especifica 2023)
Area de (Lihao
Bioimpresion |porosidad: 17,39 indice de
AS+Gel |SAB  |3D + 2,04 mm? T: 2,13 + 0,23 MPa hinchazén: >400% |No especifica | €t al-» 2024)
Si etal,
HA-MA+ | Nafcili |Bioimpresién | Tamafio de ESR:94,86 % * (
HA-SH na 3D poro:30 - 50 um | No especifica 1,26 % en 6h >55% en 3 dias | 2019)

*Siglas: AS: alginato de sodio; PEG: polietilenglicol; GelMA: gelatina metacrilada; PHBV: poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato); OSA:
alginato de sodio oxidado ; PEGDA: polietilenglicol diacrilato; Gel: gelatina; HA: &cido hialurénico; HA-MA: &cido hialurénico metacrilado; HA-
SH: &cido hialurénico modificado con tiol; PECL: policaprolactona-polietilenglicol; LDC: lidocaina; SC: satureja coneifolia; EGF: Factor de
crecimiento epidérmico; MH: Miel de manuka; CaCO3 microesf. : microesferas de CaCO3; SAB: Acido Salvindlico tipo B; YM: médulo de Young; T:
resistencia a la traccion.

Una estructura tridimensional que cuente con poros proporciona una mejor adhesion y

proliferacion celular. En el caso de los apositos para heridas, una estructura porosa facilita el

movimiento celular. Se ha analizado que el mejor rango de tamafio de poro al que pueden

unirse las células de fibroblastos es de 40 a 150 um. Los estudios analizados en la mayoria de
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los casos incorporan aditivos y estos pueden afectar la microestructura; por ejemplo, Long et
al. (2019) encontraron que al encapsular LDC el tamafio de poro de los ap6sitos se redujo.
Asimismo, llhan et al. (2020) obtuvieron un tamafio de poro 136,12 pm al utilizar 1% de SC,
el cual fue el mas proximo al rango recomendado; mientras que, Si et al. (2019) obtuvieron
tamanos de poro entre 30 y 50 pm al modificar quimicamente el HA. Otro estudio realizado
por Augustine et al. (2021), encontr6 que al afiadir GeIMA modifico las fibras de PHBV
mostrando un diametro de 3,5 = 1,8 um. A parte del tamafio de poro, se han analizado el area
de porosidad como el caso de Brites et al. (2023), quienes obtuvieron mejores resultados en la
calidad de los apositos al incrementar MH con un érea de porosidad de 0.26 + 0.09 mm?
(Lihao et al., 2024) obtuvo un tamafio de poro uniforme y mencionan que el area de vacio
con 1,5 % de SAB fue 17,28 + 1,78 mm?,

Las propiedades mecanicas de un aposito son importantes para proporcionar resistencia al
area afectada y prevenir eventos adversos durante los movimientos musculares. Si el apdsito
tiene un maddulo de Young similar al de la piel, puede adaptarse eficazmente a la herida. Por
ejemplo, Intini et al. (2018) obtuvieron como resultado un médulo de Young de 105 kPa, el
cual cumple con lo mencionado. Dentro de los articulos revisados, se han combinado
materiales para mejorar las propiedades mecanicas; por ejemplo, Augustine et al. (2021)
adicionaron GelMA a PHBYV, el cual mejord la resistencia a la traccion y el modulo de Young
obteniendo como resultado 2,46 +/- 0,3 MPa y 14,84 +/- 2,52 MPa, respectivamente.
Asimismo, Wang et al. (2019) adicionaron PLGA a alginato para obtener mejores

propiedades mecanicas.

Los exudados de las heridas contienen enzimas que degradan los tejidos y pueden obstruir la
proliferacion de las células y descomponer los materiales de la matriz extracelular. Una alta
absorcion promueve la eliminacion de estos exudados propiciando la cicatrizacion. La
absorcion de los apdsitos se ha calculado mediante la relacion de hinchamiento en equilibrio
(ESR, por sus siglas en inglés). Long et al. (2019) obtuvo andamios con un ESR de 2832%, el
cual disminuyo al incrementar la cantidad de LDC (2265 %). Sin embargo, en el estudio
realizado por llhan et al. (2020), la absorcion se incremento6 al usar SC. Lin et al. (2023) y
Lihao et al. (2024), utilizaron alginato en sus apdsitos; sin embargo, este material por si solo
no mantiene su estructura estable en la absorcion; por ello, utilizaron gelatina para mejorar
esta propiedad. La degradacion es una propiedad importante para la regeneracion del tejido,

ya que una degradacién controlada permite una regeneracion eficiente. En los estudios


https://www.zotero.org/google-docs/?FK9Qg8
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analizados, se han sumergido los andamos en PBS para evaluar la degradacion. Wang et al.
(Wang et al., 2019) disefiaron un aposito bicapa, el cual tiene distintas tasas de degradacion
en cada capa: la capa de alginato se degradd en 4 semanas y la capa de PGLA se degrado un
20% en 4 semanas; el resultado obtenido es ideal puesto que la herida estara en contacto con
la capa de alginato. La degradacion también esta ligada con la absorcién, ya que a una mayor
absorcién produce que las cadenas de polimeros se muevan libremente y haya mayor
probabilidad de ruptura (llhan et al., 2020).

La liberacion de farmacos en los apdsitos es una propiedad fundamental para promover la
cicatrizacion, ya que permite una liberacion controlada y sostenida del agente terapéutico en
el sitio de la herida. En el estudio de Long et al. (2019), al encapsular clorhidrato de lidocaina
(LDC) en hidrogeles de quitosano y pectina mediante bioimpresion 3D, se observo una
liberacion répida en la primera hora, seguida de una liberacion sostenida durante las 4 horas
posteriores, alcanzando valores acumulativos de 88, 91 y 94 % para las formulaciones LDC-
2, LDC-5 y LDC-10, respectivamente. Esta liberacion se atribuye a la naturaleza
termosensible del sistema pectina—quitosano, lo cual favorece la difusion del farmaco. Por
otro lado, Ilhan et al. (2020) incorporaron extracto metandélico de Satureja cuneifolia (SC) en
hidrogeles de alginato de sodio y polietilenglicol preparados por bioimpresion 3D,
obteniendo una liberacidn répida durante los primeros 30 minutos, con valores acumulativos
de 59,08 %, 79,23 % y 50,07 % para concentraciones de 0,5, 1 y 2 % (p/v) de SC,
respectivamente. Los autores resaltan que esta rapida disponibilidad del compuesto bioactivo
resulta beneficiosa en la fase inflamatoria del proceso de cicatrizacion, debido a sus
propiedades antioxidantes y antimicrobianas.

La viabilidad celular es un factor critico en los apdésitos para heridas, ya que las células como
los fibroblastos deben de sobrevivir y proliferar al estar en contacto con este apésito. En los
estudios revisados se han realizado diversos métodos para evaluar la viabilidad celular. Por
ejemplo, llhan et al. (2020) utilizaron el ensayo MTT para evaluar la viabilidad del aposito en
fibroblasto de raton L929 obteniendo valores de absorbancia maximos en el tercer dia. Intini
et al. (2018) también utilizo el mismo ensayo para evaluar la viabilidad en fibroblastos Nhdf
y queratinocitos HaCaT. En el caso de Augustine et al. (2021), también se realiz6 el ensayo
vivo/ muerto usando Calceina AM y yoduro de propidio (PI) y los ensayos mostraron un
incremento en la viabilidad de los apositos que utilizaron EGF. Si et al. (2019) también

observaron un incremento de la viabilidad al utilizar el farmaco nafcilina. Otros estudios


https://www.zotero.org/google-docs/?5TiZaB
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emplearon el ensayo CCK-8 para evaluar la proliferacion celular. Por ejemplo, Wang et al.
(2019) y Lin et al. (2023) reportaron valores de proliferacion significativamente mas altos al
utilizar combinaciones de los materiales seleccionados, en comparacion con el uso de estos
materiales de forma individual. En resumen, existen diferentes soluciones tecnoldgicas que
han sido o pueden proponerse para tratar las Ulceras por pie diabético. Sin embargo, aquellas
que se encuentran a niveles de madurez tecnolégica mayores no son tan eficientes ni costo-
efectivas como las de niveles de madurez tecnolégica menores. Por lo tanto, es importante
continuar estos desarrollos para poder atender esta importante fuente de morbilidad y

discapacidad entre nuestros adultos mayores.

1.2.5 Uso de la sangre de grado para tratamiento de heridas

Durante la evolucion de las plantas, la adaptacién a condiciones adversas ha implicado la
aparicion de diversos mecanismos de defensa frente a estreses bioticos y abioticos. Entre
estos mecanismos se encuentra la secrecion de exudados, como resinas y latex, que cumplen
funciones protectoras contra infecciones por patogenos, ataques de insectos y dafios
mecanicos. Dentro de este contexto, existe un grupo reducido de especies vegetales que
producen una sustancia rojiza conocida como sangre de grado o dragon’s blood, la cual ha

sido utilizada desde la antigliedad por sus notables propiedades medicinales.

La sangre de grado es una secrecion roja producida por plantas de los géneros Croton,
Daemonorops, Dracaena y Pterocarpus, las cuales son endémicas de regiones tropicales de
Asia, Africa, América Central y del Sur. Esta sustancia puede clasificarse como resina o
latex, seguin su modo de secrecion y composicidn quimica, siendo esta ultima especifica de
cada especie. La sangre de grado puede producirse de manera constitutiva, almacenandose en
estructuras anatomicas preformadas como laticiferos o canales secretores, o bien por
induccidn, en respuesta a estimulos como heridas, infecciones o presencia de insectos. En
Dracaena spp., por ejemplo, la produccion de sangre de grado ocurre tras eventos
traumaticos que inducen la sintesis y acumulacién del exudado en las células adyacentes al
tejido dafiado, cumpliendo asi un papel de defensa inducida. En contraste, en Croton spp. y
Pterocarpus spp., esta secrecion tiene un rol defensivo constitutivo, fluyendo con facilidad al

corte del tallo o corteza.
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Desde el punto de vista fitoquimico, la sangre de grado posee una composicién compleja y
variable. Las secreciones de Croton spp. son consideradas latex y estdn compuestas
principalmente por protoantocianidinas poliméricas, acompafadas de diterpenos y fenoles
simples. En el caso de Dracaena y Daemonorops, la sangre de grado se clasifica como una
resina fendlica con alto contenido de compuestos bioactivos. Estas sustancias tienen
funciones protectoras no sélo frente a organismos externos, sino también frente a condiciones

ambientales extremas como la desecacion o temperaturas elevadas.

Ademas de su importancia ecologica, la sangre de grado constituye un recurso natural de gran
valor medicinal. En la medicina tradicional latinoamericana y asiatica, se ha empleado por
siglos para tratar heridas, infecciones y trastornos inflamatorios. Diversos estudios cientificos
modernos han confirmado sus efectos cicatrizantes, inmunomoduladores, analgésicos,
antibacterianos, antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos, asi como su potencial
citotoxico frente a ciertas lineas celulares tumorales. Su eficacia terapéutica se atribuye a
compuestos como las protoantocianidinas, taspina, alcaloides, catequinas, epigalocatequinas
y terpenoides (Jura-Morawiec & Tulik, 2016; Namjoyan et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?LJLlSs
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CAPITULO 2

DISENO DE ANDAMIO E INCORPORACION DE SANGRE DE GRADO

En este capitulo, se presentan los detalles metodoldgicos que permitieron disefiar e
implementar el andamio con sangre de grado, asi como la evaluacion de sus caracteristicas

fisicas y de liberacion controlada.

2.1. Materiales

En este estudio se utilizaron diferentes materiales biocompatibles. Se utiliz6 alginato de sodio
de la marca Allevi® (Estados Unidos), que sirvio como biopolimero base con capacidad de
formar enlaces entrecruzados en presencia de iones calcio. Asimismo, se utilizo gelatina tipo
A, extraida de piel porcina, de la marca Sigma-Aldrich® (Estados Unidos) por sus
propiedades estructurantes y gelificantes, especialmente Gtiles en aplicaciones de
bioimpresion debido a su sensibilidad térmica. Por ultimo se utiliz6 sangre de grado de la

marca Sahena.

2.2. Preparacion de hidrogeles de alginato y gelatina.

Se optd por utilizar cinco formulaciones que contienen alginato (Alg) y gelatina (Gel): Alg
3% - Gel 0% (A3G0), Alg 3% - Gel 2% (A3G2), Alg 3% - Gel 3% (A3G3), Alg 3% - Gel 5%
(A3G5) y Alg 4% - Gel 5% (A4G5). El alginato se mantuvo a 3% en casi todas las
concentraciones puesto que este actuara solo como un material que formara enlaces
entrecruzados al interactuar con cloruro de calcio. La gelatina es un material que proporciona
estabilidad mecanica y a temperaturas bajas puede comportarse como un sélido permitiendo
la impresion en 3D. Al analizar estas concentraciones, se vera la influencia de la gelatina y el
alginato en las propiedades mecanicas como la viscosidad.

Todas estas formulaciones fueron disueltas en agua ultrapura Milli Q a 1M en un agitador
magnético con calefaccion y sensor, ISOLAB® modelo 613.01.001. Se agitaron las mezclas
durante 30 minutos a 60 °C y a una velocidad de 550 RPM. Asimismo, con la ayuda de una

espatula se agilizo el proceso de mezcla.
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2.2 Optimizacion de los parametros de impresion de los hidrogeles.

2.2.2 Analisis de velocidad y presion

Los ensayos de bioimpresion fueron realizados utilizando la Bioimpresora Allevi 3. En
primer lugar, se busco encontrar la velocidad de impresion (en mm) y la presion (en psi)
adecuadas para una impresion homogénea. Para ello, se utilizé un cddigo en G-code (Figura
3) donde se dibujan lineas a distintas velocidades. Por cada formulacién se utiliz6 el codigo
para distintas presiones en el rango de 15 psi a 40 psi obteniendo lineas impresas de hidrogel

de distinta velocidad y presion.

Figura 3. Cddigo en G-code para imprimir lineas de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 y 12 mm/s

2.2.2 Analisis de macroporosidad

Una vez, se hallaron las velocidades y presiones requeridas por cada formulacion se procedio
a realizar un analisis de macroporo. Para lograr este ensayo se utilizd un cédigo en G-code
(Figura 4) en forma de rejilla en el cual la longitud de cada macroporo va incrementando
desde 1 mm a 5 mm. La métrica de este analsis consiste en calcular el factor de poro

(Ecuacion 1).
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Figura 4. Cdodigo en G-code de ensayo de macroporo.

2

— —L
Pr 16~

Ecuacion 1. Célculo del indice de impresion

Las siglas Pr significan indice de impresion, L es el perimetro y A es el area de cada
macroporo impreso. El valor de Pr es un indicador de la fidelidad de forma donde un valor de
Pr> 1y Pr<1indican formas redondeadas y no definidas respectivamente (Figura 5); por el
otro lado, un valor de Pr = 1 implica un forma altamente definida (Ahmadi Soufivand et al.,
2023); la representacion grafica del indice de impresion se puede observar en la Figura 3.
Para el analisis de las dimensiones de los filamentos impresos y el tamafio de los macroporos
se utiliz6 el software ImageJ® (version 1.53k, National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Figura 5. Representacion del indice de impresion Pr (Jongprasitkul et al., 2022)


https://www.zotero.org/google-docs/?cZMGb8
https://www.zotero.org/google-docs/?cZMGb8
https://www.zotero.org/google-docs/?frITuK
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2.3 Preparacion de hidrogel con sangre de grado

La preparacion de los hidrogeles de alginato y sangre de grado se llevo a cabo la formulacion
que presentd mejores métricas de macroporo. El hidrogel se prepar6 mezclando el alginato y
gelatina en polvo con agua ultrapura milli Q, luego se afiadié 5% de sangre de grado
utilizando una micropipeta. Se dejé mezclar por 30 minutos a una velocidad de 550 RPM a
temperatura de 40 °C.

2.4 Caracterizacion reoldgica del hidrogel con sangre de grado:

Se realizaron ensayos de reologia para evaluar las propiedades viscoelasticas y la viscosidad
de los hidrogeles desarrollados, utilizando el reébmetro Anton Paar Dynamic Mechanical
Analyzer MCR 702e, ubicado en el laboratorio de Bioimpresion en Fabcore de la Pontificia
Universidad Catolica del Pert (PUCP).

Se llevaron a cabo cuatro ensayos reologicos (Tabla 3) para comparar el comportamiento del

hidrogel A3G4 sin y con sangre de grado que se mencionan a continuacion:
2.4.1 Barrido de temperatura

El barrido de temperatura se realiz6 con el objetivo de determinar la transicion sol-gel de los
hidrogeles. Durante este ensayo se midieron los modulos viscoelasticos, modulo de
almacenamiento (G’) y médulo de pérdida (G”), en funcion de la variacion de la temperatura.
El procedimiento se realizd en el rango de 25 °C a 5 °C, aplicando una fuerza constante de 1
N. Esta prueba permitio identificar el punto critico en el cual el hidrogel cambia de un
comportamiento predominantemente liquido (G” > G’) a uno sélido (G’ > G”), lo que define

la region de gelificacion y brinda informacion sobre la estabilidad térmica de la formulacion.
2.4.2 Test Oscilatorio: Barrido de amplitud

El ensayo de barrido de amplitud tuvo como finalidad identificar la region viscoelastica lineal
(LVER), en la cual los médulos G” y G” permanecen constantes a pesar del incremento
progresivo en la deformacion aplicada. Para ello, los hidrogeles se sometieron a una
deformacion entre 0,1 % y 100 %, a una frecuencia fija de 1 Hz y a una temperatura de 15 °C.
Este analisis permitio establecer el rango en el que los materiales conservan su estructura

interna sin que se produzcan dafios significativos en su red polimérica, informacion
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fundamental para determinar su resistencia mecanica y su potencial aplicacion en procesos de

bioimpresion.
2.4.3 Test de viscosidad

El ensayo de viscosidad se llevo a cabo con el fin de analizar la relacion entre el esfuerzo
cortante aplicado y la viscosidad aparente del hidrogel. Para ello, se evaluo el
comportamiento reoldgico en un rango de tasas de corte entre 0,1 s y 100 s, manteniendo
una temperatura de 15 °C. Este estudio permitié determinar si el material presentaba un
comportamiento pseudoplastico, caracterizado por la disminucion de la viscosidad conforme
aumenta el esfuerzo cortante. Dicho comportamiento resulta especialmente relevante para
aplicaciones biomédicas, ya que facilita la extrusion del hidrogel durante la bioimpresion y

asegura su posterior recuperacion en reposo.
2.4.4 Test de recuperacion tixotrépica

El ensayo de recuperacion tixotropica se ejecutd con el objetivo de evaluar la capacidad del
hidrogel para recuperar su estructura interna despues de ser sometido a un esfuerzo cortante
elevado. Para ello, se alternaron intervalos de bajas y altas tasas de corte: en la primera etapa
se aplicé un esfuerzo bajo para registrar la viscosidad inicial; posteriormente se sometid a un
esfuerzo elevado que provoca la ruptura parcial de la red polimérica; y finalmente, se redujo
nuevamente la tasa de corte para analizar el grado de recuperacion de la viscosidad y de las
propiedades viscoelasticas (G’ y G”). Esta metodologia permitié determinar la resiliencia
estructural del hidrogel y evaluar si la incorporacion de sangre de grado influye en su
capacidad de autorrecuperacion, aspecto crucial para su desempefio como apdsito

biofuncional o como material en procesos de impresion 3D.

Los parametros de los ensayos de reologia se resumen en la Tabla 3:
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Tabla 3. Pardmetros de los ensayos de reologia

Tipo de ensayo Parametros

Barrido de temperatura Rango de temperatura: 25 °C - 5°C
Fuerza: 1 N

Barrido de amplitud Deformacion de corte: 0,1 -100 %
Frecuencia : 1Hz
Temperatura: 15 °C

Ensayo de viscosidad Tasa de corte: 0,1s1-100s™
Temperatura: 15 °C

Temperatura: 15 °C
Ensayo de recuperacion Etapa descanso:
tixotrpica - Deformacién de corte: 0.01%
- Frecuencia: 1Hz
- Tiempo: 100 s
Etapa de carga:
- Deformacion de corte: 200 %
- Frecuencia: 1Hz
- Tiempo: 100 s
Etapa de recuperacion:
- Deformacion de corte: 0.01%
- Frecuencia: 1Hz
- Tiempo: 100 s

2.5 Disefio e impresion del andamio.

El disefio detallado se realiz6 usando G-code. El disefio se desarrolld en base al valor del
tamafo de macroporo de 2 mm. La impresion del andamio se realizo utilizando la impresora
Allevi 3D. Los parametros de velocidad se colocaron en el archivo de G-code y el valor de

presion fue 25 psi.

2.6 Caracterizacioén de la absorcién del andamio.

El calculo de absorcion de liquido a partir del hidrogel se obtuvo a partir de un método
gravimétrico. Para evitar la ruptura de los andamios se utilizé un soporte para los andamios
(SPP) como se observa en la Figura 6. Este soporte se fabrico con PLA utilizando impresion
3D con un ancho de rejilla de 2 mm. En primer lugar, se imprimieron las muestras control y
con sangre de grado; luego, estas muestras se liofilizaron utilizando el liofilizador Telstar
LyoQuest. Posteriormente, se midieron los pesos de las muestras (W1). Cada muestra fue

colocada en el SPP y llevada a la incubadora a 37 C, donde se colocaron en un recipiente con
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PBS. Cada 1min, 5min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min y 1h se retir6 el SPP y se calcul6 su

peso (W2) y se realiz6 el calculo de la capacidad de absorcién del hidrogel (Ecuacion 2).

Figura 6. Soporte para los andamios a ser usados en el ensayo de absorcion.

ESR =—‘%3— x 100

Ecuacidn 2. Capacidad de absorcion del hidrogel

2.7 Liberacién de sangre de grado
2.7.1 Curva de calibracion

Para permitir la cuantificacion de la liberacion de sangre de grado, se realizé una curva de
calibracion de la sangre de grado disuelta en PBS. Esta curva de calibracion se realizo en
porcentajes de 1% hasta 0,005% de sangre de grado por triplicado. La absorbancia fue
medida usando el espectrofotometro UV-VIS de la marca PEAK Instruments serie T-9100 a
una longitud de onda de 290 nm, donde se presenta la absorbancia maxima de la sangre de

grado.
2.7.2 Liberacién acumulada de sangre de grado

Para el ensayo de liberacién de sangre de grado a partir del hidrogel de formulacion Al3Gel4,
se cortaron andamio de peso de 0.25 g. Se utilizaron andamios sin sangre de grado y andamio
con sangre de grado. En los pocillos se afiadié 2 ml de PBS como medio de liberacion y se
coloco la placa en la incubadora a 37 C. Cada 10 min, 20 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h y 24
h se retird los 2 ml de PBS de cada pocillo para la medicién de la absorbancia usando el
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espectrofotometro y se reemplazd con PBS fresco. Usando los valores de absorbancia se

calculd la cantidad de sangre de grado liberada en los tiempos mencionados y se graficd una

curva de liberacién acumulada.

2.7.3 Modelado matematico de la liberacién

Para determinar el mecanismo de liberacion del principio activo desde la forma farmaceutica,

se aplicaron distintos modelos cinéticos dependientes de funciones matematicas. Los modelos

seleccionados fueron: orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas descritos en la

Tabla 4 (Dash et al., 2010), los cuales se ajustaron a los datos experimentales obtenidos en los

. . e, - . . ., 2 .
estudios de liberacion in vitro. Se hizo uso del valor de la correlacion R") para seleccionar

cual de los modelos se ajustaba mejor a la liberacion de sangre de grado.

Tabla 4. Modelos matematicos de liberacién de farmaco

Modelo

Ecuacioén

Descripcion

Orden - cero

Qt=Qo+ Ko.t

Qt: Cantidad de farmaco liberado
Qo: Cantidad inicial de farmaco

Ko: Constante de liberacion

Este modelo describe un proceso en el cual la
velocidad de liberacion del farmaco es
constante,  independientemente de su
concentracion inicial en el sistema. Este
modelo es aplicable a sistemas de liberacién
que no se desintegran.

Primer-orden

log(Qt) = log(Qo) —.t

Qt: Cantidad de farmaco liberado
Qo: Cantidad inicial de farmaco

K1: Constante de liberacién

El modelo de primer orden considera que la
velocidad de liberacion es proporcional a la
cantidad de farmaco restante en el sistema.
Este modelo es adecuado para describir
sistemas en los que el farmaco se libera desde
matrices porosas con farmacos hidrosolubles
o0 donde la liberacién ocurre por mecanismos
de disolucién proporcional.



https://www.zotero.org/google-docs/?tV3dXU
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Higuchi

Qt: Cantidad de farmaco liberado
k : Constante de Higuchi

Este modelo fue desarrollado para describir la
liberacion del farmaco desde sistemas
matriciales, este modelo considera que el
proceso de difusion es el principal mecanismo
de liberacion.

H
Korsmeyer-P | Qt_ . ™ Este  modelo  empirico se  aplica
Qe kp principalmente cuando el mecanismo de

eppas

Qt: Cantidad de farmaco liberado

kk: Constante cinética del
p

sistema

n: exponente de liberacion

liberacion no esta completamente elucidado o
cuando se presenta una combinacion de
mecanismos.Este modelo se ajusta con datos
experimentales hasta un 60% de liberacion.
El valor del exponente n permite interpretar el
mecanismo de liberacion
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CAPITULO 3

RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la implementacién del andamio

disefiado y su evaluacion mediante diferentes estrategias de caracterizacion fisico-quimica.

3.1 Preparacion de hidrogeles de alginato y gelatina

Se prepararon los hidrogeles con las concentraciones mencionadas utilizando el agitador
magnético (Figura 4 b) y con la ayuda de la balanza analitica (Figura 4 a). Realizando una
extrusion manual se verifico cudles de los hidrogeles mantenian su forma al presionar el
piston. Se observo que el alginato solo no proporciona una forma definida y se comporta
como un liquido. Al afiadir la gelatina, se observd una mejor fidelidad de forma al extruir

manualmente.

(@) (b)

Figura 7. Proceso de preparacion de hidrogeles de alginato y gelatina. (a) Medicion del peso

de la gelatina y alginato en polvo. (b) Agitacién con agua millig de la gelatina y el alginato
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Tabla 5. Inspeccion visual de las formulaciones de hidrogel

Alg (%) Gel (%) Resultado
3 0 No imprimible
3 2 Imprimible
3 3 Imprimible
3 4 Imprimible
3 5 Imprimible

3.2 Optimizacién de los parametros de impresion

Se realiz6 un analisis del ancho del filamento al variar la velocidad de impresion y la presion
ejercida utilizando una aguja de 0,2 mm (Tabla 6). En todas las formulaciones de los
hidrogeles de alginato con gelatina se observo un incremento del ancho de filamento a
incrementar la presion. Asimismo, al incrementar la velocidad de impresion el ancho de
filamento se redujo como se puede evidenciar en las Figuras 8, 9, 10 y 11 Para cada
formulacion, se seleccionaron los parametros de velocidad y presion adecuados para

garantizar una impresion homogénea y con menor ancho de filamento (Tabla 7).



Tabla 6. Optimizacion de pardmetros de impresion
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Figura 8. Analisis del ancho del filamento para A3%G3%

Figura 9. Analisis del ancho del filamento para A3%G4%
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Figura 10. Analisis del ancho del filamento para A3%G5%

Figura 11. Andlisis del ancho del filamento paraA4%G5%
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Tabla 7. Parametros de impresion seleccionados

31

Velocidad y presion seleccionada por cada formulacion

3% Alg 2% Gel | 3% Alg 3% Gel | 3% Alg 4% Gel | 3% Alg 5% Gel | 4% Alg 5% Gel
Velocidad 12 mm/s 6 mm/s 7 mm/s 6 mm/s 9 mm/s
Presion 15 psi 17 psi 20 psi 30 psi 40 psi

Usando los valores seleccionados de presion y velocidad para cada formulacién se realizé la

prueba de macroporosidad. Con esta prueba, se calculé el indice de imprimibilidad que

indica que el mejor tamafio de poro de 2x2 mm se obtiene con la formulacion de 3%

Alginato y 4% Gelatina (Figura 12).

3% Alg 2% Gel

3% Alg 3% Gel

3% Alg 4% Gel

3% Alg 5% Gel

4% Alg 5% Gel

Figura 12. Resultados de test de macroporosidad
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Indice de impresion (Pr)
B 2x2mm"2 [l 3x3 mm"2 4x4mm™2 [ 5x5 mm"2
1.25 —

1.00

0.75

0.50 +

0.25 +—

0.00 -
3% Alg 2% Gel 3% Alg 3% Gel 3% Alg 4% Gel 3% Alg 5% Gel 4% Alg 5% Gel

Figura 13. indice de impresion vs formulaciones de hidrogel

3.3 Preparacion de hidrogel con sangre de grado

A la formulacion de alginato 3% y gelatina 4% (A3G4) se le afiadio 5% de sangre de grado
(A3G4SG5). Tras la incorporacion de sangre de grado se mantuvo una agitacion constante
hasta llegar a una mezcla homogénea. En la Figura 13, se observa la mezcla; sin embargo, se
formaron ciertas suspensiones que tuvieron que ser filtradas mediante un filtro de jeringa de
0,22 pm.

Figura 14. Hidrogel de alginato 3%, gelatina 4% y sangre de grado 5% (A3G4SG5)



33

3.4 Caracterizacion reoldgica del hidrogel

Para cada ensayo reologico se depositaron 2 mL de hidrogel sobre la geometria plana del
redmetro. Una vez colocada la muestra, se descendié cuidadosamente la placa PP50,
asegurando el contacto adecuado entre la superficie de la muestra y la geometria (Figura
14a). Al finalizar cada medicion, el hidrogel analizado fue retirado (Figura 14b) y se colocd
una nueva muestra fresca con el fin de garantizar la reproducibilidad de los resultados y
evitar posibles alteraciones derivadas del uso repetido de la misma muestra. En los apartados

siguientes se presentan los resultados obtenidos para cada una de las pruebas realizadas.

(a) (b)

Figura 15. Ensayo de reologia utilizando el reémetro Anton Paar (a) Reémetro (b) Hidrogel
A3G4SG5 luego del ensayo de barrido de temperatura

3.4.1 Barrido de temperatura

En la Figura 15a se presentan los resultados del barrido de temperatura para la formulacién
A3G4 sin sangre de grado, mientras que en la Figura 14b se muestra la misma formulacién
con 5% de sangre de grado. En ambos casos, a bajas temperaturas, el modulo de
almacenamiento (G') fue superior al moddulo de pérdida (G”), lo que indica un
comportamiento predominantemente elastico. La transicion sol-gel se produjo alrededor de
los 15 °C, punto en el cual ambos mddulos se cruzan. Asimismo, se observé que la magnitud
inicial de G’ fue mayor en la formulacién sin aditivo (Figura 14a) en comparacion con la que
contenia sangre de grado (Figura 14b); sin embargo, la incorporacion del aditivo no modificé

significativamente la temperatura de transicion.
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@)

(b)

Figura 16. Ensayo de rampa de temperatura (a) Hidrogel A3G4 (b) Hidrogel A3G4 con 5% SG

3.4.2 Barrido de amplitud

Con respecto al barrido de amplitud oscilatoria, este se realizd a 15° C. A esta temperatura los
hidrogeles se comportaron como sélidos. En la Figura 16a y 16b, se observé que el modulo
de almacenamiento (G’) fue mayor que el de pérdida (G’) lo que confirma el
comportamiento del hidrogel como sélido a distintos valores de deformacion de corte
menores a 303 Pa. Asimismo, los valores maximos de G’ y G’ para el caso del hidrogel
A3G4 fue de 295 Pa y 77,5 Pa respectivamente y para el hidrogel A3G4SG5, 172,51 Pa y
46,69 Pa.
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(b)

Figura 17. Ensayo de barrido de amplitud (a) Hidrogel A3G4 (b) Hidrogel A3G4 5% SG

Ademas, se analizé el comportamiento reoldgico del hidrogel A3G4 con sangre de grado tras
la incorporacion de 1% CaCl. como agente reticulante post-impresion. La Figura 17 muestra

las curvas de los modulos viscoelasticos: el modulo de almacenamiento (G'), el mddulo de

pérdida (G") y el factor de pérdida (tan d) en funcién del esfuerzo de corte aplicado.

Durante la region lineal inicial (hasta aproximadamente 100 Pa), se observd que G' se
mantuvo constante y superior a G", indicando un comportamiento predominantemente
elastico y la existencia de una estructura de red estable. El valor maximo de G' alcanzd

aproximadamente 930 Pa, mientras que G" permanecio alrededor de 110 Pa, resultando en un
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tand < 0.13, lo cual es caracteristico de materiales con respuesta viscoelastica sélida.
Ademas, se observo que estos valores son mayores a comparacion del hidrogel sin reticular

evidenciando una estructura mas fuerte estructuralmente.

A partir de un esfuerzo de corte cercano a 150-200 Pa, se evidencié una disminucion abrupta
de G', acompafiada de un aumento en G" y en el valor de tan §. Esta transicion sugiere una
ruptura de la red polimérica interna, lo que indica el limite del comportamiento lineal
viscoelastico (LVR). Finalmente, el valor de tan d superd 1.0 a partir de aproximadamente
280 Pa, lo que refleja un cambio hacia un comportamiento dominantemente viscoso, tipico de

la fluidez estructural inducida por esfuerzo (fenémeno de yielding).

Figura 18. Ensayo de barrido de amplitud A3G4 5% SG con CaCl2

3.4.3 Test de viscosidad:

En la Figura 18, se presentan las curvas de viscosidad en funcién de la tasa de corte para los
hidrogeles A3G4 sin aditivo (0 % SG) y con la incorporacion de 5 % de sangre de grado (5 %
SG). En ambos casos se observd un comportamiento pseudoplastico, caracterizado por una
disminucion progresiva de la viscosidad conforme aumenta la tasa de corte. Este fendmeno es
tipico de los hidrogeles y resulta beneficioso para aplicaciones como la bioimpresion, ya que
permite que el material fluya con mayor facilidad bajo condiciones de extrusion y recupere

posteriormente parte de su viscosidad en reposo.



37

Al comparar ambas formulaciones, se aprecia que la viscosidad inicial del hidrogel con 0 %
SG fue superior (=3,1 x 10° mPa-s a 0,1 s™!) en comparacion con la formulacion con 5 % SG
(=2,0 x 10° mPa-s a 0,1 s™*). Esta tendencia se mantuvo en todo el rango de esfuerzo aplicado,

con el hidrogel con sangre de grado presentando valores consistentemente menores.

A tasas de corte elevadas (>10 s™), ambos hidrogeles convergieron hacia valores similares de
viscosidad, lo que indica que bajo altos esfuerzos cortantes la estructura interna de los
materiales se desorganiza de manera comparable, independientemente de la presencia o
ausencia del aditivo.

Figura 19. Ensayo de viscosidad de hidrogel A3G4 sin SG y con 5% SG

3.4.3 Test de recuperacion tixotropica:

En la figura 19, se observa los resultados del test de recuperacion tixotropica para los
hidrogeles A3G4 con sangre de grado y sin sangre de grado. En las dos figuras se observa
que luego de una deformacion de corte del 200% ambos materiales recuperan el valor del
modulo de almacenamiento. Asimismo, se observa que en las etapas donde se aplica una

deformacion baja (0,01 %), el valor de G’ es mayor para el hidrogel sin sangre de grado.
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(@)

(b)

Figura 20.Test de recuperacion tixotrépica. (a) hidrogel A3G4SG5 (b) hidrogel A3G4

3.5 Disefio e impresion del andamio

El disefio del andamio se generd mediante codigo G (G-code), definiendo dimensiones de 2 x
2 x 1,6 mm (largo, ancho y alto, respectivamente). El tamafio de la rejilla se establecié en 2
mm, en concordancia con los resultados obtenidos en el analisis de macroporosidad, donde
dicha configuracion permitio alcanzar un equilibrio entre fidelidad de impresion y espacio

intersticial adecuado para la difusion de fluidos (Figura 20).
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€) (b)

Figura 21. Disefio de andamio usando G-code (a) Vista general (b) Vista frontal

La impresion se llevo a cabo en la bioimpresora Allevi 3, utilizando la formulacion A3G4
con 5% de sangre de grado (A3G4-SG5). Los pardmetros de velocidad y presion se
mantuvieron idénticos a los optimizados para la formulacion sin aditivo, lo cual permitid
evaluar la influencia del bioactivo en el proceso de extrusion. Como se aprecia en la Figura
21, el andamio impreso conservd su geometria planificada, evidenciando que la
incorporacion de sangre de grado no altero significativamente la estabilidad estructural ni la
reproducibilidad de la impresion. Este resultado confirma la idoneidad del material como

biotinta para la fabricacion de andamios con propiedades funcionales.

(a) (b)

Figura 22. (a) Proceso de impresion con impresora Allevi 3 (b) andamio A3G4 5% SG impreso
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3.6 Caracterizacion de la absorcion

3.4.1. Liofilizacion de las muestras

Las muestras impresas y reticuladas fueron sometidas a un proceso de congelacion inicial a

—-80 °C durante 2 horas, con el fin de solidificar completamente la fase acuosa y facilitar su
posterior secado. Posteriormente, se colocaron en el liofilizador durante 12 horas (Figura 22),
donde el agua congelada fue eliminada por sublimacion bajo condiciones de vacio. Este
procedimiento permitié obtener andamios secos sin comprometer su estructura interna,
preservando la porosidad generada durante la impresion. Tal como se muestra en la Figura
23, los andamios liofilizados conservaron su geometria tridimensional, lo que garantiza su
integridad para los ensayos posteriores de absorcion. Finalmente, las muestras fueron
almacenadas en un desecador para prevenir la rehidratacion accidental hasta el momento de

Su uso experimental.

Figura 23. Proceso de liofilizacion de muestras A3G4SG5 y A3G4 con liofilizador Telstar
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Figura 24. Andamios A3G4 y A3G4SGS5 liofilizados en placas petri

3.4.2 Absorcion de los andamios

En el caso del ensayo de absorcion, se sumergieron las muestras en un recipiente con PBS y
se coloco el recipiente en una incubadora a 37 °C (Figura 24). Asimismo, se realizaron
mediciones del peso del soporte junto con el andamio cada 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos.

(a) (b)
Figura 25. Ensayo de absorcion de (a) andamio control y (b) andamio con SG

Los resultados del ensayo de absorcion (Figura 25) muestran que los andamios alcanzaron
una absorcion rapida en los primeros 10 minutos. En el caso del andamio 0% SG, este
absorbio 1572, 98 + 429,068 % y el andamio 5% SG, 1311,71 + 74,47 %. Asimismo, a los
60 minutos, se alcanzd la meseta de absorcién con valores de 2297,241 + 323,37 % y
1993,972 + 327,46 % para los andamios con 0% y 5% respectivamente.
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Figura 26. Curva de absorcion a partir de hidrogel control y hidrogel A3G4 (n=3)

3.7 Caracterizacion de la liberacién

3.7.1 Curva de calibracion

Para cuantificar la liberacion de sangre de grado desde los andamios, se elabord una curva de
calibracién a partir de soluciones estdndar de concentraciones conocidas. Como se muestra en
la Figura 26, se obtuvo una relacion lineal entre la concentracion y la absorbancia, con la

ecuacion de regresion  y=6,1926 x + 0,0216 y un coeficiente de determinacion

R = 0, 9983. Este valor, cercano a la unidad, confirma la robustez del ajuste lineal y la

confiabilidad del método espectrofotométrico empleado para calcular las concentraciones

liberadas en los ensayos posteriores.
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Figura 27. Curva de calibracion de sangre de grado (n=3)

3.7.2. Ensayo de liberacién

El ensayo de liberacion se llevo a cabo en la placa de 12 pocillos utilizando el cell strainer
(Figura 27). Los resultados (Figura 28) muestran que durante la primera hora se evidencio
una liberacion rapida de sangre de grado llegando a liberar 30,745 + 3,239 %. Luego de ello,
se muestra una liberacion sostenida hasta las 36 horas donde la liberacion maxima fue de
71,4334 + 4,1174 %. Luego de ello, se observd que los andamios se habian degradado

completamente.

Figura 28. Ensayo de liberacion en placa de 12 pocillos (n=3)
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Figura 29. Curva de liberacion de sangre de grado a partir de hidrogel A3G4 (n=3)
3.7.2. Modelado cinético de liberacion

Con el objetivo de describir el comportamiento de liberacion de sangre de grado (SG) desde
el hidrogel, se ajustaron los datos experimentales a cuatro modelos cinéticos comunmente

utilizados: orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer—Peppas (Figura 29).

El modelo de orden cero (Figura 29a), que asume una liberacion constante independiente de

la concentracion, present6 un ajuste deficiente a los datos experimentales, con un coeficiente

de determinacion negativo R2=—1.125, lo que indica que este modelo no describe

adecuadamente el comportamiento observado.

Por otro lado, el modelo de primer orden (Figura 29b), que considera una velocidad de

liberacion proporcional a la cantidad restante por liberar, mostré un mejor ajuste, con un

coeficiente R°=0.8560. Esto sugiere que la liberacion de SG podria depender de la

concentracion restante en la matriz del hidrogel.

El modelo de Higuchi (Figura 29c), basado en un mecanismo de difusion controlada por

gradiente de concentracion en una matriz plana, presento un ajuste moderado con R2:0.4519,

lo que indica una contribucion parcial del mecanismo difusivo, aunque no predominante.
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Finalmente, el modelo de Korsmeyer—Peppas (Figura 29d) fue el que mejor describié el

comportamiento experimental, alcanzando un K=0.9871. El valor del exponente n=0.2147

sugiere un mecanismo de liberacion tipo Fickiano, caracterizado por difusion controlada en

una matriz polimérica.

(a) (b)

(©) (d)

Figura 30. Modelado matematico de la liberacion de sangre de grado. (a) Orden-cero (b)
Primer-orden (c) Higuchi y (d) Korsmeyer - Peppas
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DISCUSION

El presente trabajo se centrd en el desarrollo de un apdsito de hidrogel en forma de andamio
utilizando alginato y gelatina como biopolimeros principales, con la incorporacién de sangre
de grado como agente bioactivo. Los resultados obtenidos permiten discutir la optimizacion
de la formulacion de la biotinta y el desempefio de la formulacion que evaltan las
propiedades reoldgicas y viscoelasticas que definen la capacidad de impresion y estabilidad
del material, la capacidad de absorcion de fluidos que determina su utilidad clinica en heridas
cronicas, y la liberacion controlada de compuestos bioactivos que aseguran la funcion

terapéutica del apdsito.

La preparacion de hidrogeles evidencio que el alginato por si solo no mantiene estructuras
definidas, mientras que su combinacion con gelatina mejoré notablemente la fidelidad de
forma, en concordancia con lo reportado por Jiang et al. (2023). En la optimizacion de
impresion se observd que mayores presiones incrementaron el grosor de los filamentos,
mientras que el aumento de la velocidad lo redujo, confirmando el comportamiento
pseudopléastico de la biotinta (Lin et al., 2023). El anélisis de macroporosidad sefiald que la
formulacién A3G4 (3% alginato, 4% gelatina) alcanz6 el indice de imprimibilidad més
adecuado y una geometria de poros definida, resultando como la formulacion éptima para la

posterior incorporacion de sangre de grado y caracterizacion avanzada.

Los ensayos de reologia en general mostraron resultados positivos que muestran la buena
imprimibilidad de la formulacién A3G4, asimismo, la adicion de 5% de SG no afect6 en gran
medida las caracteristicas reologicas. En el caso del ensayo de barrido de temperatura, la
temperatura de transicion sol-gel se encontrd en alrededor de 15 °C en los dos ensayos. Esta
temperatura es menor a la encontrada por (Lihao et al., 2024) posiblemente debido a que las

concentraciones de los biomateriales utilizados fueron mayores en su caso.

Con respecto al ensayo de barrido de amplitud, se encontr6 que el modulo de
almacenamiento G’ fue mayor que el modulo de pérdida (G’’) en todo el rango de
deformacion evaluado a una temperatura de 15 °C evidenciando que en todo este rango los
hidrogeles se comportan como biotintas estables. Asimismo, se evalué el comportamiento

reolégico del hidrogel A3G4SG5 con la incorporacién de CaCl, para simular el


https://www.zotero.org/google-docs/?lNHwUl
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comportamiento luego de reticulacion post-impresién; los resultaron de este ensayo
mostraron que el valor del médulo de almacenamiento aumento al cuddruple del valor de G’

sin reticular lo que demuestra la formacion de redes entrecruzadas.

El ensayo de viscosidad mostrd que la viscosidad en ambas formulaciones disminuye al
aplicar una tasa de corte mayor con el tiempo estos resultados evidencia un comportamiento
shear thinning (Lin et al., 2023) que significa que a mayor presion el material fluye

facilmente.

El ensayo de hinchamiento demostré que los andamios alcanzaron valores de absorcion de
hasta 2297% en el control y 1993% en la formulacion con sangre de grado, tras 60 minutos
de inmersion en PBS a 37 °C. Estos valores son representativos de hidrogeles con alta
capacidad de retencidn de agua, lo cual es deseable para el tratamiento de heridas exudativas
como las Ulceras por pie diabético. La rapida absorcion durante los primeros 10 minutos
sugiere que el material puede responder de manera inmediata al contacto con fluidos,
reduciendo el riesgo de maceracion del tejido circundante y favoreciendo un ambiente

himedo controlado que estimule la cicatrizacion.

Comparativamente, estudios como los de Lin et al. (2023) y Lihao et al. (2024) reportaron
indices de hinchamiento elevados en andamios de alginato modificados, aunque con cierta
pérdida de estabilidad estructural. En este caso, la combinacion con gelatina permitid
mantener la integridad del andamio incluso tras la absorcion, confirmando la sinergia entre
ambos polimeros. La ligera reduccion de la absorcion observada en la formulacion con sangre
de grado podria explicarse por la interaccion de los compuestos polifenolicos con los grupos
hidroxilo de la matriz polimérica, lo que limitaria parcialmente la hidratacion. Sin embargo,
este fendmeno no representa una desventaja clinica, ya que los valores alcanzados siguen

siendo elevados y funcionales para un apésito avanzado.

Uno de los resultados maés significativos fue el perfil de liberacion de sangre de grado desde
el andamio. Se observd una liberacién inicial rdpida durante la primera hora, alcanzando
aproximadamente el 30% del total, seguida de una liberacion sostenida que llego al 71%
acumulado en 36 horas. Este comportamiento responde a una liberacion bimodal: un efecto
de “burst release” (Huang & Brazel, 2001) inicial asociado a los compuestos mas cercanos a

la superficie del hidrogel, seguido de un proceso difusivo controlado por la matriz polimérica.


https://www.zotero.org/google-docs/?WCZgaX
https://www.zotero.org/google-docs/?e0ldeH
https://www.zotero.org/google-docs/?EhFJva
https://www.zotero.org/google-docs/?VGVvrV
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El modelado cinético confirmd que el ajuste mas adecuado se obtuvo con el modelo de
Korsmeyer—Peppas (R? = 0.9871, n = 0.21), lo cual indica un mecanismo difusivo Fickiano.
Esto implica que la liberacion estd gobernada principalmente por la difusion de los
compuestos bioactivos a través de los poros del hidrogel y no por fendmenos de degradacion
de la matriz, lo cual resulta ventajoso para asegurar una liberacion prolongada y predecible.
Resultados similares han sido descritos en hidrogeles cargados con farmacos como el caso de
la Satureja Cuneifolia en el hidrogel de alginato de sodio y polietilenglicol (PEG) (llhan
et al., 2020), lo que posiciona a la sangre de grado como un bioactivo compatible con

sistemas de liberacion controlada.

La importancia de este hallazgo radica en que la sangre de grado contiene compuestos con
actividad antioxidante, antiinflamatoria y cicatrizante, como la taspina y las
protoantocianidinas, ampliamente documentados en la literatura (Jura-Morawiec & Tulik,
2016; Namjoyan et al., 2015). Una liberacién prolongada de estos compuestos podria generar
un microambiente favorable para la cicatrizacion, disminuyendo la inflamacién y
estimulando la proliferacion celular. Este enfoque resulta superior a la aplicacion topica
directa de extractos, que suele presentar limitaciones por la rapida degradacion o eliminacion

del compuesto activo.

El hecho de que la formulacién desarrollada pueda ser procesada mediante bioimpresion 3D
abre la posibilidad de disefiar apdsitos con geometrias personalizadas y porosidad controlada,
adaptables a diferentes tipos de heridas. Esto constituye una ventaja frente a apdsitos
comerciales, que suelen tener dimensiones estandarizadas y poca flexibilidad de disefio.
Ademas, la combinacion de materiales naturales como el alginato y la gelatina con un recurso
fitoterapéutico tradicional como la sangre de grado no solo garantiza biocompatibilidad, sino
que también responde a la necesidad de desarrollar soluciones accesibles y contextualizadas
para el entorno peruano, donde el acceso a ap6sitos importados es limitado y costoso.

Si bien los resultados obtenidos son positivos, es necesario reconocer ciertas limitaciones del
estudio. En primer lugar, las pruebas realizadas fueron exclusivamente in vitro, lo que impide
extrapolar directamente la eficacia clinica del apdsito. Serd necesario realizar estudios de
biocompatibilidad celular para evaluar la respuesta de fibroblastos y queratinocitos en
contacto con el material, asi como ensayos in vivo que permitan analizar la tasa de

cicatrizacién en modelos animales de Ulcera diabética. En segundo lugar, no se evalud la


https://www.zotero.org/google-docs/?VcE287
https://www.zotero.org/google-docs/?VcE287
https://www.zotero.org/google-docs/?fnAOT2
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estabilidad de los compuestos bioactivos de la sangre de grado tras su incorporacion en la
matriz, lo cual es critico para determinar su vida 0til y la eficacia del apdsito durante el
almacenamiento. Finalmente, aunque se optimizaron las concentraciones de polimeros y los
parametros de impresion para la formulacion base, aun es necesario estandarizar el proceso
para garantizar reproducibilidad en diferentes equipos y escalabilidad hacia aplicaciones

clinicas.

En sintesis, la formulacion desarrollada demostro propiedades mecanicas, de absorcion y
liberacion adecuadas para ser considerada como una alternativa prometedora en el
tratamiento de Ulceras por pie diabético. Al integrar materiales accesibles con un recurso
fitoterapéutico de uso tradicional, este trabajo aporta una estrategia innovadora que podria
mejorar la disponibilidad y efectividad de los tratamientos avanzados en el contexto peruano.
Sin embargo, su consolidacion como dispositivo médico dependera de estudios biologicos y

clinicos que confirmen su seguridad y eficacia en condiciones reales de aplicacion.
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CONCLUSIONES

El hidrogel compuesto por 3% de alginato y 4% de gelatina evidencio el mejor desempefio
general en los ensayos de bioimpresion, mostrando fidelidad de forma, estabilidad estructural
y propiedades viscoelasticas adecuadas para el proceso. La incorporacion de sangre de grado
no alterd de manera significativa las propiedades reoldgicas ni la capacidad de absorcion del
biomaterial, lo que confirma la compatibilidad de este agente bioactivo con la matriz

polimérica optimizada.

Asimismo, los ensayos de liberacion evidenciaron un perfil adecuado para la liberacion
controlada de los compuestos bioactivos de la sangre de grado, lo que constituye un valor
agregado frente a apositos convencionales y respalda su potencial como sistema terapéutico

avanzado.

En resumen, la formulacion desarrollada representa una alternativa prometedora para el
tratamiento de Ulceras por pie diabético, al integrar biomateriales accesibles y un recurso
fitoterapéutico tradicional de uso extendido en el contexto peruano. No obstante, sera
necesario complementar estos resultados con estudios de biocompatibilidad celular, pruebas
in vivo y andlisis de estabilidad de los compuestos activos para validar su seguridad y

eficacia en condiciones clinicas reales.
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