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Para constancia firman: 

  

 

Presidente del tribunal 

 

 

PhD. Mirari Yosune Arancibia Soria 

CI: 180214246-1 

 

 

PhD. William Ricardo Calero Cáceres 

CI: 171434885-9 

Ambato, 2 de Septiemnbre del 2022 

 



 v 

DERECHOS DE AUTOR 
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RESUMEN 

Existen miles de pacientes con lesiones que no pueden ser tratadas adecuadamente, por lo 

que la ingeniería de tejidos como una gran alternativa. Aunque no se limita solo a esto 

porque también puede resultar idóneo para el desarrollo de fármacos y el estudio de 

enfermedades. En la presente investigación se tiene la finalidad de elaborar diferentes 

andamios con potenciales aplicaciones en la ingeniería de tejidos, utilizando polímeros 

naturales. Para lo que se empleó liofilización como método manual y bioimpresión 3D. 

Las soluciones para los andamios se elaboraron disolviendo quitosano y,o colágeno en 

ácido acético y mezclándoles con una solución de agarosa en PBS; estas soluciones se 

liofilizaron, y así se obtuvieron andamios secos y porosos. Para la bioimpresora 3D, las 

soluciones se imprimieron en forma de cuadrados de 4 centímetros cuadrados, con una 

malla en el interior. Se los evaluó mediante SEM con el fin de medir el tamaño de los 

poros y analizar su superficie. Mediante el método de infiltración de etanol se tuvo un 

mejor entendimiento de los poros. Se realizó pruebas de capacidad de absorción de agua. 

Debido a la importancia de la biodegradabilidad, se la evaluó sumergiendo en plasma 

sanguíneo por 2, 4 y 7 días. Finalmente, también se evaluó la biomineralizacion de los 

andamios de la misma manera que la biodegradabilidad, es decir, incubando en plasma 

sanguíneo. Con la evaluación de las características se analizó para que tejidos pudieran 

resultar útiles los andamios, que mayormente fue al tejido óseo y dérmico. 

Palabras clave: andamios biológicos, liofilización, bioimpresión 3D, colágeno, quitosano, 

agarosa, ingeniería de tejidos, biopolímeros. 
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ABSTRACT 

There are thousands of patients with injuries that cannot be adequately treated, making 

tissue engineering a great alternative. Although it is not limited only to this because it can 

also be suitable for the development of drugs and the study of diseases. The aim of this 

research is to elaborate different scaffolds with potential applications in tissue engineering, 

using natural polymers. For this purpose, freeze-drying as a manual method and 3D 

bioprinting were used. The solutions for the scaffolds were elaborated by dissolving 

chitosan and collagen in acetic acid and mixing them with an agarose solution in PBS; 

these solutions were freeze-dried to obtain dry and porous scaffolds. For the 3D bioprinter, 

the solutions were printed in the form of 4 cm square squares, with a mesh inside. They 

were evaluated by SEM in order to measure the pore size and analyze their surface area. 

Using the ethanol infiltration method, a better understanding of the pores was obtained. 

Water absorption capacity tests were performed. Due to the importance of 

biodegradability, it was evaluated by immersion in blood plasma for 2, 4 and 7 days. 

Finally, the biomineralization of the scaffolds was also evaluated in the same way as 

biodegradability, i.e., incubating in blood plasma. With the evaluation of the 

characteristics, it was analyzed for which tissues the scaffolds could be useful, which was 

mainly bone and dermal tissue. 

Keywords: biological scaffolds, freeze-drying, 3D bioprinting, collagen, chitosan, 

agarose, tissue engineering, biopolymers. 
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GLOSARIO 

AB: Andamio biológico 

IT: Ingenieria de tejidos 

MSCs: Células madre mesenquimales 

iPSC: Células madre pluripotentes inducidas 

PEO: Poli (óxido de etileno) 

PEG: Poli (etilenglicol) 

PVA: Acetato de polivinilo  

PGA: Poli (ácido glicólico)  

PLA: Ácido poliláctico 

PGLA: Poli (ácido láctico-co-glicólico)  

SEM: Microscopia electrónica de barrido 

HAp: Hidroxiapatita 
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CAPÍTULO I.- MARCO TEÓRICO 

1.1. Antecedentes Investigativos 

1.1.1.  Ingeniería de tejidos 

La ingeniería de tejidos (IT) fue nombrada por primera vez por el Dr. Fung en 1985, pero 

no fue definida con claridad hasta 1993 como la siembra de células en andamios de 

biomateriales sólidos y rígidos prefabricados para la formación de tejidos (Auger et al., 

2013; Gao & Cui, 2016). Se trata de un campo de estudio que emplea conocimiento de 

ingeniería de procesos, ciencia de los materiales, biología, química, física y medicina, con 

el fin de elaborar sustitutos miméticos funcionales de tejidos y órganos (Leal-Marin et al., 

2021).  

Para los pacientes que han sufrido algún tipo de lesión muchas veces los tratamientos 

convencionales no son suficientes, siendo la IT una gran alternativa. Por ejemplo, 

personas con quemaduras extensas y profundas requieren de sustitutos de piel que pueden 

ser generados en laboratorio (Sundar et al., 2020). En casos más críticos podría llegar a 

requerirse no solo la regeneración del tejido sino de un trasplante, por ejemplo, en 

pacientes con enfermedades renales crónicas (Burton & Callanan, 2018). También es 

frecuente que lesiones requieran órganos o tejidos idóneos de manera inmediata para 

tratarlas, que en muchos casos no llegan a tiempo (Dzobo et al., 2018). En este escenario, 

la IT brinda la oportunidad de desarrollar dichos órganos o tejidos a nivel de laboratorio, 

lo que ayudaría a solucionar problemas de trasplantes como bajo número de donantes y la 

incompatibilidad (Zambon et al., 2020). 

En los últimos 30 años la IT ha realizado varios avances logrando con éxito la formación 

de tejidos; a pesar de esto es un campo aún en sus inicios, teniendo varias incógnitas como 

la selección de fuentes de células, desarrollo de materiales idóneos para tejidos, desarrollo 

de biorreactores y producción de órganos complejos (Han et al., 2020). Para la obtención 
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de tejidos, la IT aplica diferentes técnicas dependiendo el tipo de tejido que se desea, 

combinando componentes específicos, generalmente células, factores de crecimiento y 

andamios biológicos (ABs), sin ser necesario que se combinen los tres (Inci et al., 2020). 

1.1.2. Componentes necesarios para la ingeniería de tejidos 

1.1.2.1. Células 

Existen varias opciones de células que pueden usarse en IT dependiendo de su potencial 

de diferenciación y fuente de obtención. Según el tipo de tejido que se busque desarrollar 

podrían utilizarse células madre embrionarias pluripotentes tomadas de tejidos 

embrionarios, líquido amniótico, placenta o médula ósea (Lee et al., 2018). Sin embargo, 

el uso de células madre totipotentes y pluripotentes de tejidos embrionarios genera 

problemas éticos, para superar esos inconvenientes la IT ha optado por el uso de células 

madre adultas como las células madre mesenquimales (MSCs) distribuidas en varios 

tejidos como MSCs derivadas del tejido adiposo, MSCs derivadas de la piel, MSCs de la 

papila apical, etc (Y. Tan et al., 2019). Otras células madre que se suelen utilizar son las 

células madre pluripotentes inducidas (iPSC) a partir de fibroblastos, una excelente 

alternativa para obtener células capaces de diferenciarse en cualquier tipo de tejido 

(Ortuño-Costela et al., 2019). 

Preferentemente en la IT se utilizan células del propio paciente (fuente autóloga); sin 

embargo, en pacientes con insuficiencia orgánica o en el caso de órganos como el páncreas, 

tomar las células del paciente no es una buena opción. En este caso se opta por otras 

fuentes como de un paciente emparentado (fuente alogénica) o incluso de animales (fuente 

xenogénica) (Srivastava et al., 2018). 

1.1.2.2. Factores de crecimiento 

Se trata de proteínas solubles con funciones desencadenadas por la unión a receptores 

específicos en la superficie de las células; estas funciones de forma general son la 
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regulación del crecimiento, proliferación, diferenciación y migración de las células (M. 

Qu et al., 2020). Los factores de crecimiento se suelen derivar de células como 

macrófagos o fibroblastos, debido a sus capacidades para regular la angiogénesis, 

respuestas inmunitarias, curación de heridas, tumorgénesis, apoptosis celular y 

morfogénesis (Guan et al., 2020).  

En la IT los factores de crecimiento son importantes para la regeneración de tejidos, siendo 

inyectados para mejorar los procesos de curación in vivo o introducidos en una matriz 

extracelular para promover la formación de tejidos (Azevedo & Pashkuleva, 2015). 

Según la célula de la que deriven los factores de crecimiento ayudaran a la regeneración 

de tejidos específicos, por ejemplo, los factores de crecimiento de fibroblastos, similares 

a insulina o derivados de plaquetas, presentan funciones de morfogénesis ósea resultando 

útiles para el cultivo de tejido óseo (Oliveira et al., 2021). 

1.1.2.3. Andamios biológicos 

En el desarrollo de tejidos sólidos, para que las células crezcan es necesario una superficie 

adherente; en tejidos propios del cuerpo humano esa superficie adherente es la matriz 

extracelular (Kapałczyńska et al., 2016). Estas están compuestas por colágenos, 

proteoglicanos (Ej. heparán sulfato y versicano) y glicoproteínas (Ej. Elastina y 

fibronectina) (Winkler et al., 2020).  

En la IT se requiere imitar la matriz extracelular mediante una superficie adherente a la 

que se denomina ABs (Kapałczyńska et al., 2016). Los ABs son estructuras artificiales 

tridimensionales (3D) diseñadas para receptar células y favorecer el desarrollo de estas 

para la formación de tejidos, además en caso de ser necesario también se encarga de portar 

y suministrar los factores de crecimiento (Malladi et al., 2018). Los AB son elaborados a 

partir de materiales naturales como el quitosano o sintéticos como el ácido poli-láctico 

(PLA); del tipo de biomaterial usado de los cuales dependerá mayormente las 

características que presente el AB (Cheng & Hsu, 2018).  
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1.1.3. Características requeridas en los andamios biológicos  

Los ABs son importantes por desempeñar el rol de imitar la estructura de la matriz 

extracelular de los tejidos, de tal manera que facilite la adhesión de las células, 

proliferación, migración, difusión de los nutrientes y productos expresados; en otras 

palabras deben promover la formación de tejidos (G. Z. Tan & Zhou, 2020). Para que el 

andamio desempeñe su rol correctamente se debe considerar que el biopolímero cumpla 

con las características adecuadas. Las características deseadas en un AB son la 

biodegradabilidad, biocompatibilidad, bioactividad, adherencia, buenas propiedades 

mecánicas y no tóxico (Laschke & Menger, 2017; H. Qu et al., 2019). 

Los ABs solo son soportes temporales por lo que deben tener la característica de poder 

biodegradarse dentro del cuerpo permitiendo que las células produzcan su propia matriz 

extracelular (S. Zhang et al., 2019). Idealmente deben durar hasta acabar la cicatrización 

o en algún punto avanzado de esta; al degradarse evita el trabajo de retirar el andamio y 

las consecuencias de mantener el andamio en el cuerpo (F. Zhang & King, 2020). La 

siguiente característica que deben tener es la biocompatibilidad, en el IT hace referencia 

a que los ABs no deben ocasionar respuestas adversas en el huésped, más bien dar una 

respuesta acorde a la función específica que debe cumplir (S. Zhang et al., 2019). La 

Bioactividad consiste en que deben interactuar con el organismo, preferentemente de 

manera beneficiosa (Koons et al., 2020). La adherencia de los ABs es fundamental para 

el funcionamiento de estos, en caso de no tener adherencia las células no podrían fijarse 

en el AB para posteriormente proliferar (Augustine et al., 2019; Lin et al., 2019). Las 

propiedades mecánicas son otro factor a tener en cuenta, siendo que los ABs deben ser lo 

suficientemente rígidos y estables para soportar a las células y asemejarse los tejidos 

(Reddy et al., 2021). Dado que se desea favorecer la proliferación celular los ABs no 

deben estar hechos de materiales tóxicos o que se degraden compuestos tóxicos que 

pueden generar daños en el tejido (Haugen et al., 2019). 
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En cuanto a su estructura debe presentar una geometría porosa que permita la migración 

de las células y sus propiedades mecánicas deben poder soportar la carga fisiológica 

(Schipani et al., 2020). 

1.1.3.1. Desafíos actuales de los andamios biológicos 

Si bien es cierto en las últimas décadas se ha avanzado considerablemente en el desarrollo 

de AB, aún existen desafíos a superar para aprovechar por completo sus aplicaciones (H. 

Liu et al., 2019). La disponibilidad de biomateriales es uno los desafíos más relevantes, 

al necesitar que cuenten con propiedades físicas y biológicas adecuadas según su finalidad. 

En el caso de tejido óseo se suele emplear metales, dado que se prefiere biomateriales que 

aporten excelentes propiedades físicas para asemejarse a estos tejidos, pero en contraparte 

no suelen tener una buena bioactividad aumentando la probabilidad de rechazo; haciendo 

que el desarrollo de un biopolímero que cuente con ambas propiedades sea un desafío que 

aún se debe resolver (Alonzo et al., 2021; Carluccio et al., 2020).  

La vascularización en los AB presenta un inconveniente con la porosidad de estos, los 

poros de menor tamaño dificultan la vascularización y la inserción celular, pero facilitan 

la adhesión celular y la absorción de proteínas; y si bien los poros de mayor tamaño son 

más adecuados para una correcta vascularización, estos siguen sin proporcionar un camino 

evidente o espacio para los nuevos vasos sanguíneos (Carotenuto et al., 2022; Kang & 

Chang, 2018; Rnjak-Kovacina et al., 2019). En caso de lograr una correcta 

vascularización surge otro problema que es el tiempo, siendo un proceso bastante lento 

que ocurre de afuera hacia adentro, dificultando el enviar nutriente atreves de la sangre y 

haciendo imprescindible un cultivo in vitro extenso antes de trasplantarse (Kang & 

Chang, 2018). 

Para superar estos desafíos en IT es necesario investigación enfocada al estudio de 

biopolímeros en cuanto a su estructura, composición y comportamiento en sistemas 

biológicos. 
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1.1.4. Generalidades de los biopolímeros 

En la IT los biopolímeros son aquellos biomateriales formados por la unión de 

macromoléculas en estructuras poliméricas, por lo que también se les suele llamar  

biomateriales poliméricos (Aaliya et al., 2021). Debido a que los biopolímeros entran en 

contacto con sistemas biológicos, sus principales aplicaciones se encuentran en la 

medicina regenerativa, ingeniería de tejidos, administración de moléculas terapéuticas y 

envasado de alimentos (Nagarajan et al., 2019).  

La estructura química de estos biopolímeros facilita clasificarlos en 3 grupos: 

Polisacáridos (Ej.: quitosano y alginato), proteínas (Ej.: colágeno y celulosa) y poliésteres 

(Ej.: copoliésteres alifáticos aromáticos) (Hassan et al., 2019). Sin embargo, la manera 

más común de clasificarlos es según su origen, dividiéndolos en 2 grupos: biopolímeros 

naturales y sintéticos (Aaliya et al., 2021). 

1.1.4.1. Biopolímeros sintéticos 

Esta clase de biopolímero se obtienen a partir de sustancias obtenidas mediante procesos 

de fermentación, producción biotecnológica y petroquímica (Aaliya et al., 2021). Gracias 

al desarrollo que han tenido este tipo de biomateriales en los últimos años, se ha convertido 

en una opción económica, debido principalmente a su fabricación, la cual es bastante fácil 

de llevar a una escala industrial (Ng et al., 2019). Esto se debe a que su peso molecular, 

estructura molecular y características físicas y químicas hacen que su síntesis sea bastante 

sencilla (Reddy et al., 2021). Los principales ejemplos de este tipo de biopolímeros son 

poliésteres como el poli (óxido de etileno) (PEO), el poli (etilenglicol) (PEG) y el acetato 

de polivinilo (PVA), aunque ya se han desarrollado otros como los poli(α-hidroxiésteres) 

entre los que cabe mencionar el poli (ácido glicólico) (PGA), el ácido poliláctico (PLA) y 

el poli (ácido láctico-co-glicólico) (PGLA) (Willerth, 2017).  

Algunas de las ventajas que presentan los biopolímeros sintéticos son su estructura ya 

establecida, buenas propiedades biomecánicas, biodegradables por enzimas esterasas y 
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control sobre las formas que adopta (Abbasian et al., 2019; Haugen et al., 2019). Por 

otro lado, presentan desventajas bastante importantes principalmente por su baja 

bioactividad, por lo que requieres de modificaciones químicas o mezclarse con 

biopolímeros naturales, baja biocompatibilidad, baja adhesión celular, pueden liberar 

compuestos ácidos al degradarse e incluso en ciertos casos presentan una baja 

biodegradabilidad (Haugen et al., 2019; Reddy et al., 2021). 

1.1.4.2. Biopolímeros naturales  

El interés por las sustancias naturales ha ido en crecimiento en las últimas 2 décadas, 

donde las publicaciones referentes al tema han aumentado de manera exponencial, lo que 

permitió ampliar las sus aplicaciones a campos como la IT (Dintcheva et al., 2020). En 

la IT se utilizan estos biopolímeros naturales obtenidos a partir de sustancias extraídas 

directamente de organismos vivos como plantas, animales y microorganismo (Aaliya 

et al., 2021). Mayormente, las sustancias que se utilizan son polisacáridos y proteínas, 

aunque también se estudia el uso de polipéptidos (Reddy et al., 2021).  

La razón del interés por estos biopolímeros es que ofrecen características ventajosas como 

la biocompatibilidad, bioactividad, baja toxicidad, biodegradabilidad, biorreabsorción y 

una arquitectura compleja (Ebhodaghe, 2021; Meng et al., 2019). Cabe resaltar que su 

biodegradabilidad a diferencia de los biopolímeros sintéticos no resulta prejudicial para la 

salud del paciente, al degradarse en productos no tóxicos y de accesibilidad metabólica 

(Ebhodaghe, 2021). Y si bien varios carecen de rigidez, resistencia mecánica y en casos 

puntuales dar reacciones inmunogénicas, los biopolímeros naturales pueden 

complementarse entre ellos para obtener andamios con las características ideales 

(Dintcheva et al., 2020; Reddy et al., 2021).  

1.1.5. Colágeno como biomaterial en andamios biológicos 

El colágeno es la proteína más abundante en el organismo, llegando a ser el 80% de las 

proteínas que conforman la piel y el principal componente en ligamentos y tendones; En 
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el caso de los tejidos animales es más del 30 % del total de proteínas (Sundar et al., 2020). 

Hasta el momento se conoce la estructura de casi 28 tipos de colágeno, como se muestra 

en la Tabla 1, las cuales básicamente consisten en una triple hélice compacta formada de 

tres cadenas poliméricas que se encuentran constituidas en un 45 % por glicina, prolina e 

hidroxiprolina (Figura 1) (Perez-Puyana, Felix, et al., 2019). Los colágenos cumplen una 

función principalmente estructural, razón por la que es el principal componente de las 

matrices extracelulares, otras funciones que suele desempeñar son transmitir, resistir y 

disipar las fuerzas mecánicas, almacenar y liberar la energía de la tensión elástica (Fassini 

et al., 2021).  

 
Figura 1. Estructura del colágeno. Se muestra la union de aminoacidos para formar una cadena 

de colageno, los aminoácidos  cooresponden a los más comunes en las cadenas de colágeno, siendo 

la glicina de verde, prolina de azul e hidroxiprolina de naranja. Ilustración propia basada en la 

presentada por Zou et al., (2018). 

Los tipos de colágeno de mayor interés para el cultivo de tejidos son el tipo I y II siendo 

preferentemente de bajo peso molecular debido a que de esta forma son más absorbentes  

(Sundar et al., 2020). El colágeno tipo 1 está formado por 2 cadenas alfa (1 y 2) con 

pesos alrededor de los 100 kDa, acompañadas de enlaces entre las cadenas  con el fin de 

equilibrar la estructura (Shoulders & Raines, 2009). La cadena 1 se presenta 2 veces en 

la proteína y solo una vez la 2, estos se enrollan en una hélice izquierda y en conjunto 

con otras estructuras se enrollan en una hélice derecha, dando forma a la proteína (Figura 

2A-2B) (Pa’ee et al., 2021). Por otro lado, el colágeno tipo II cuenta con tan solo una 

cadena alfa (1) (Figura 2C) la cual se repite 3 veces; de manera similar al colágeno tipo 
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I estas están enrolladas en una hélice izquierda y en conjunto con otras estructuras hacen 

una hélice derecha (Offeddu et al., 2016). 

Tabla 1.  Familia de proteínas del colágeno. 

Tipo Cadenas  
Especies 

moleculares 
Tipo Cadenas  

Especies 

moleculares 

1 α1(I), α2(I) [α1(I)]2, α2(I), 

[α1(I)]3 

15 α1(XV) [α1(XV)]3 

2 α1(II) [α1(II)]3 16 α1(XVI) [α1(XVI)]3 

3 α1(III) [α1(III)]3 17 α1(XVII) [α1(XVI)]3 

4 α1(IV), α2(IV), 

α3(IV), α4(IV), 

α5(IV), α6(IV) 

[α1(IV)]2, α2(IV) 

[α3(IV), α4(IV), 

α5(IV)] 

[α5(IV)]2 α6(IV) 

18 α1(XVIII) [α1(XVIII)]3 

5 α1(V), α2(V), 

α3(V), α4(V) 

[α1(V)]2, α2(V) 

[α1(V)]3 

[α1(V)]2, α4(V) 

α1(XI)α1(V)α3(XI) 

19 α1(XIX) [α1(XIX)]3 

6 α1(VI), α2(VI), 

α3(VI), α4(VI), 

α5(VI), α6(VI) 

[α1(VI) α2(VI) 

α3(VI)] 

20 α1(XX) [α1(XX)]3 

7 α1(VII) [α1(VII)]3 21 α1(XXI) [α1(XXI)]3 

8 α1(VIII), 

α2(VIII) 

[α1(VIII)]2, α2(VIII) 

α1(VIII), [α2(VIII)]2 

[α1(VIII)]3 

[α2(VIII)]3 

22 α1(XXII) [α1(XXII)]3 

9 α1(IX), α2(IX), 

α3(IX) 

[α1(IX), α2(IX), 

α3(IX)] 

23 α1(XXIII) [α1(XXIII)]3 

10 α1(X) [α1(X)]3 24 α1(XXIV) [α1(XXIV)]3 
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11 α1(XI), α2(XI), 

α3(XI) 

α1(XI)α2(XI)α3(XI) 

α1(XI)α1(V)α3(XI) 

25 α1(XXV) [α1(XXV)]3 

12 α1(XII) [α1(XII)]3 26 α1(XXVI) [α1(XXVI)]3 

13 α1(XIII) [α1(XIII)]3 27 α1(XXVII) [α1(XXVII)]3 

14 α1(XIV) [α1(XIV)]3 28 α1(XXVIII) [α1(XXVIII)]3 

Elaborado en base a la tabla presentada por Ricard-Blum, (2011) y complementada con la 

información de Kielty & Grant, (2002) y Cescon et al., (2015). Se muestra las cadenas α que 

forman los diferentes tipos de colágeno y las especies moleculares, es decir, las diversas formas 

en que se puede formar un mismo tipo de colágeno. En el caso del colágeno tipo VI no se muestra 

a las cadenas α4(VI), α5(VI), α6(V) siendo parte de alguna especie molecular debido a que son 

formas alternativas a la cadena α3(V) (Cescon et al., 2015). 

Para la obtención de colágeno las fuentes más comunes son de origen animal, de las que 

destacan las de origen bovino, porcino, humano y peces; en el caso de estos últimos el 

colágeno mayormente es tomado de las escamas y la piel (Naomi et al., 2021). Otros 

orígenes menos frecuentes son de pollo, cola de canguro, tendones de cola de rata, patas 

de pato, tendón de equino, hueso/piel de caimán, patas de ave, piel de oveja y piel de rana 

(Avila Rodríguez et al., 2018).  

 

Figura 2. Cadenas  de colágeno tipo I y II. Las imagenes tomadas de UniProtKB, cada cadena 

alfa se coloreo de un color diferente para diferenciarlas en su estrutura. (A) Imagen 

correspondiente a P08123 CO1A2_HUMAN, uniprot  (https://www.uniprot.org/uniprot/P08123), 

muestra las helices alfa y residuos que dan forma una estructura alargada correspondiente a la 

cadena 2 del colageno tipo I. (B) Imagen correspondiente a P02452 CO1A1_HUMAN, uniprot 
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(https://www.uniprot.org/uniprot/P02452), muestra la cadena 1 del colágeno tipo I formada por 

las helices alfa y residuos acomodadas de forma alargada similar a la  a la la cadena 2. (C) Imagen 

correspondiente a  P02458 CO2A1_HUMAN, uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/P02458), 

mustra la cadena 1 del colageno tipo II, notandose una clara diferencia con las cadenas  del 

colágeno tipo I. 

Para la ingeniería de tejidos, el colágeno presenta ciertas características que resultan 

atractivas como su biodegradabilidad, excelente biocompatibilidad, baja antigenicidad y 

en especial por su capacidad antimicrobiana ayudando a combatir las infecciones (Sundar 

et al., 2020). Cabe mencionar que otra ventaja que presenta es el permitir diseñar 

diferentes estructuras según el método de “crossing linking” que se utilice, por ejemplo, 

el método de liofilización produce formas esponjosas, el electrospun genera esteras 

nanofibrosas y la impresión 3D a baja temperatura permite obtener una estructura porosa 

multicapa (Kim et al., 2019). Sin embargo, el colágeno se degrade rápidamente al entrar 

en contacto con tejidos corporales por la alta presencia de la prolina, dado que esta es 

propensa a reaccionar al desnaturalizarse por acción del calor corporal; Esto resulta poco 

favorable para los AB, los cuales pierden su forma y tamaño (Nurfriana et al., 2019). 

Para mejorar su degradabilidad lo ideal es combinarlo con otro tipo de biopolímeros. 

1.1.6. Quitosano como biomaterial en andamios biológicos 

El quitosano es un polisacárido utilizado mayormente para aplicaciones clínicas, 

biomedicina e ingeniería de tejidos (Islam et al., 2020). Su estructura consiste en un 

amino-polisacárido lineal y unidades repetitivas acetiladas y desacetiladas distribuidas al 

azar (Figura 3), similar al glicosaminoglicano que forma parte de la matriz extracelular de 

la piel (Jiang et al., 2021). Contiene grupos amino libres que facilitan su solubilidad, estos 

se pueden protonar dando un polication con la capacidad de formar complejos iónicos; 

esto hace que se diluya en soluciones ácidas con pH menor a 6.5 (Aguilar et al., 2019). 

Además, gracias a la presencia de los grupos -OH y -NH2 es capaz de formar enlaces de 

hidrógeno con otros biopolímeros como el colágeno, gelatina y agarosa (Felfel et al., 

2019). 
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Figura 3. Estructura del quitosano. Como el quitosano se forma por varios polisacaridos se 

muestran solo 2 para dar una idea de la estructura. Los polisacaridos que forman al quitosano 

cuentan con un grupo alcohol primario (CH2OH) y un grupo (OH), y en algunos se contara grupos 

acetilado (NH-CO-CH3) y en otros con grupos desacetilados (NH2). Ilustración propia basada en 

la presentada por Zou et al., (2018). 

Para la obtención de quitosano se debe extraer mediante un proceso de desacetilización 

parcial de quitina; siendo la mayor cantidad de D-glucosamina y menor cantidad de N-

acetil-D-glucosamina, lo que diferencia al quitosano (Kou et al., 2021). Como fuente de 

estos biopolímeros se tiene a especies eucariotas como crustáceos, insectos, arácnidos, 

hongos, moluscos y algas (Akca et al., 2018). Fuera de los eucariotas, las fuentes de 

extracción se limita considerablemente, al ser producido solo por unos cuantos géneros de 

bacterias como Bacillus sp. and Serritia sp (Bastiaens et al., 2019). 

Las características principales del quitosano que le hacen atractivo para la elaboración de 

AB son su biocompatibilidad, biodegradabilidad y la capacidad antimicrobiana (Hu et al., 

2021). Adicionalmente a esto su degradación no perjudica en ninguna manera al cuerpo, 

debido a que por acción de la lisozima se liberan amino azúcares que resultan fácilmente 

metabolizados (Y. Liu et al., 2019). Otras características que lo han llevado a ser uno de 

los principales biopolímeros a escoger son su abundancia, versatilidad, no toxicidad, 

hidrofilia y su efecto de cicatrización. Además, mediante reacciones químicas sencillas 

puede conseguir una excelente elasticidad, flexibilidad y bajar el nivel de inflamación 

(Islam et al., 2020).  
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Por otra parte, el quitosano también presenta ciertas desventajas, por ejemplo, su 

degradabilidad puede ser excesivamente rápida, el tiempo de purificación es excesivo, si 

bien se puede modificar fácilmente con reacciones químicas, esto podría ocasionar un 

deterioro en sus demás características y el agregar otros componentes  puede ocasionar un 

rápido secado al aire (Radwan-Pragłowska et al., 2019). También se debe tomar en 

cuenta sus propiedades mecánica, es decir, estabilidad; necesitando de fuertes agentes 

reticulantes o preferentemente de mezclarse con otros biomateriales, como puede ser 

colágeno y agarosa,  para tener una estabilidad aceptable (Hu et al., 2021). 

1.1.7. Otros polímeros de interés 

1.1.7.1. Agarosa 

La agarosa es un polisacárido con la capacidad de formar hidrogeles rígidos a 

concentraciones menores al 1%, a más de presentar biodegradabilidad y 

biocompatibilidad, haciendo que sea un biopolímero de interés para la ingeniería de 

tejidos (Garakani et al., 2020). Su uso no se ha extendido en este campo debido a no 

presentar adhesión celular, haciendo que sea utilizado mayormente junto a otros 

biopolímeros como agente reticulante (N. Kumar et al., 2018). Uno de los polímeros con 

los que se ha mezclado para mejorar su adhesión celular y aprovechar sus propiedades 

mecánicas, es el quitosano; siendo una mezcla bastante lógica debido a las semejanzas en 

la estructura química de la agarosa y el quitosano (Felfel et al., 2019). Otra combinación 

que se suele investigar es con el colágeno, al resulta fácil de modificar y es compatible 

con la agarosa; de esta forma la rigidez del colágeno ya no sería un problema (Kniebs 

et al., 2020).  

1.1.8. Elaboración de andamios biológicos 

La formación del entorno 3D se ve fuertemente influenciado por el método de elaboración 

que se utilice, también llamado crosslinking, por lo que se debe conocer los métodos que 

existen y cuál resulta más favorable según el biomaterial que se utilizara y la finalidad con 
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la que se realiza el cultivo (Ruiz-Alonso et al., 2021). Actualmente existe una 

considerable cantidad de métodos que se pueden clasificar de varias formas, una de las 

principales es clasificarlos en: métodos químicos, que consiste en el uso de agentes 

reticulantes, sin embargo, estos puede resultar ser tóxicos, afectar a la sustancias e incluso 

dar reacciones secundarias indeseadas; por otro lado, los métodos físicos, consisten en 

cadenas enredadas, enlaces de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas, pero su estabilidad 

es considerablemente inferior a la de los métodos químicos (Nurfriana et al., 2019).  

Otra forma de clasificarlos aceptada más ampliamente es en métodos convencionales o 

manuales y métodos de prototipado rápido o avanzados. Englobando dentro de los 

métodos manuales a la liofilización, electrospinning, fundición de solventes y lixiviación 

de partículas, separación de fases inducida térmicamente y gas foaming; mientras que 

dentro de los métodos avanzados se engloba a la estereolitografía, modelado de deposición 

fundida, sinterización selectiva por láser y bioimpresión 3D (Eltom et al., 2019). 

1.1.8.1. Métodos manuales 

El primero de todos los métodos para la elaboración de AB fue la fundición de solventes 

y lixiviación de partículas, que consiste en la dispersión de porógenos en una solución 

polimérica, para posteriormente lixiviar las partículas hasta eliminarlas completamente de 

la mezcla, dando lugar a los AB (Roshandel & Dorkoosh, 2021). De esta forma se puede 

controlar el tamaño de los poros y la porosidad con el tamaño de las partículas y la 

concentración de las partículas, respectivamente (Eltom et al., 2019). La separación de 

fases inducida térmicamente consiste en formar una fase rica en polímeros y una pobre en 

polímeros, separadas por diferencia térmica y posteriormente se liofiliza (Szustakiewicz 

et al., 2019). Electrospinning utiliza la electricidad para generar hilados de micro o 

nanofibrosa similar a la matriz extracelular (Iron et al., 2019). Gas foaming es de las más 

simples empleando solamente un gas inerte o lo más inerte que se pueda emplear, para 

generar un espumado que forme las porosidades (Januariyasa & Yusuf, 2020).  

1.1.8.1.1. Liofilización 
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La liofilización, también llamado secado por frío, se basa en la sublimación para secar el 

andamio, congelándolo primero para posteriormente exponerlo al calor y sublimar el agua 

(Koyyada & Orsu, 2021). Las ventajas que presenta este método es la facilidad de 

fundición con diferentes morfologías de poros, lo que previene el estrés seco y la 

contracción; sin embargo, también tiene desventajas como alto consumo energético, uso 

de disolventes citotóxicos y la heterogeneidad en el tamaño de los poros (Kuo et al., 

2021).  

 

Figura 4. ABs elaborados por liofilización. Imagenes tomadas del estudio realizado por (Perez-

Puyana, Jiménez-Rosado, et al., 2019). Se muestran andamios obtenidos mediante el método de 

liofilizado, elaborados a diferentes concentraciones de quitosano y colágeno, A 100-0 colageno-

quitosano, A’ 50-50 colageno-quitosano y A’’ 0-100 colageno-quitosano. 

1.1.8.2. Métodos avanzados 

Los métodos avanzados se basan en la impresión 3D, por lo que se emplean modelados 

tridimensionales hechos a computadora (Eltom et al., 2019). En el método  de 

estereolitografía se trata de impresión capa a capa de materiales curables con luz UV, 

como la resina líquida que se polimeriza al exponerse a luz UV, facilitando el moldear 

estructuras pequeñas y complejas (Koyyada & Orsu, 2021). En el modelado de 

deposición fundida utiliza polímeros termoplásticos que se fundirán y se colocarán en la 

posición exacta que se desea según un modelo tridimensional (Khodaei et al., 2020). Otro 

método importante es la sinterización selectiva por láser, consisten en formar una 

estructura 3D, calentando las partículas mediante un láser, ocasionando que se fusionen y 

solidifiquen (Charoo et al., 2020).  
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1.1.8.2.1. Bioimpresión 3D 

Este método emplea biomateriales para desarrollar patrones biológicos como las matrices 

celulares, aunque no se limita a estas (Eltom et al., 2019). La bioimpresion 3D se puede 

realizar principalmente de 2 maneras por extrusión y por goteo. En el caso de la impresión 

basada en extrusión se emplea una solución líquida algo viscosa que se empuja por una 

jeringa y se deposita en la posición deseada; esto brinda un gran control sobre la estructura, 

pero también conlleva una importante cantidad de tiempo (Hauser et al., 2021). Mientras 

que en el caso del goteo se coloca una capa del polímero en polvo sobre el que se depositan 

gotas de aglutinante formando una capa, de manera que se repite el proceso para cada capa; 

es considerablemente más sencillo que la extrusión,, pero también conlleva tiempo 

(Koyyada & Orsu, 2021). 

 

Figura 5. Proceso de bio-impresión. Imagen tomada de B. Liu et al., (2020). Impresión 3D de 

un ABs compuesto de 10 % gelatina, 1 % alginato y nanosilicato a concentraciones variables entre 

0, 1, 2 y 3%, utilizando una bioimpresora de nube de partículas, Xi'an, China. 

Considerando todo lo anteriormente explicado, la presente investigación se enfoca en la 

elaboración de ABs con potenciales aplicaciones en la IT. Los ABs se fabricarán a partir 

de biopolímeros naturales específicamente de colágeno y quitosano a diferentes 

concentraciones, y se utilizará 2 métodos de crosslinking liofilización y bioimpresión 3D 

por extrusión. Adicionalmente, para mejorar las propiedades mecánicas de los ABs se 

agregará agarosa en todos, de manera que no impida analizar el comportamiento de 

colágeno y quitosano. De manera que los resultados de este estudio sirvan como referente 
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para futuros estudios acerca de la fabricación de andamios, ya sea empleando alguno de 

los polímeros o métodos de crosslinking utilizados. 

1.2. Objetivos 

1.2.1. Objetivo General 

Elaborar andamios biológicos a partir de biopolímeros naturales mediante métodos 

manuales y bioimpresión 3D para aplicaciones en ingeniería de tejidos. 

1.2.2. Objetivos específicos 

• Elaborar andamios biológicos de manera manual empleando diferentes 

concentraciones de quitosano y colágeno.  

• Elaborar andamios biológicos mediante bioimpresión 3D empleando diferentes 

concentraciones de quitosano y colágeno.  

• Evaluar los andamios elaborados de manera manual y con bioimpresión 3D en base 

a sus características morfológicas y biológicas.
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CAPÍTULO II.- METODOLOGÍA 

2.1. Métodos 

2.1.1. Elaboración de andamios biológicos de manera manual empleando diferentes 

concentraciones del quitosano y colágeno.  

2.1.1.1. Obtención de quitosano y colágeno. 

El colágeno que se utilizó para la elaboración de los andamios fue de tipo 1 y 2 extraído 

de res, cuyas demás características son confidenciales al ser un producto de la empresa 

Andes Kinkuna. Este fue gentilmente donado por el PhD. Orestes López Docente – 

Investigador de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la 

Universidad Técnica de Ambato. En cuanto al quitosano que se utilizó fue extraído de 

camarón (Litopenaeus vannamei), con un peso molecular de 5600 kDa y un grado de 

desacetilación de 84%. Este fue gentilmente donado por la PhD. Mirari Arancibia Docente 

– Investigador de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la 

Universidad Técnica de Ambato. 

2.1.1.2. Preparación de solución de quitosano para el método manual. 

Primero se preparó la solución de quitosano siguiendo la metodología descrita por 

Martínez et al., (2015), con ciertas modificaciones. Para ello el quitosano se disolvió en 

ácido acético 0.5M, en una concentración del 1% p/v y se centrifugo a 3000 rpm durante 

5 minutos, finalmente, se eliminó la parte sólida.  

2.1.1.3. Preparación de solución de colágeno para el método manual. 

La solución de colágeno se preparó siguiendo una metodología modificada de Offeddu 

et al., (2016). Se peso colágeno y se disolvió en ácido acético 0.05M, el colágeno se 

añadió poco a poco iniciando con una concentración del 0.5% p/v e incrementando 0,25 % 
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p/v cada que se disolvía, hasta llegar a 1 % p/v. Finalmente, para eliminar las burbujas de 

aire se centrifugo a 2500 rpm durante 5 minutos. 

2.1.1.4. Preparación de solución hibrida de quitosano y colágeno para el método 

manual. 

Para la preparación de la solución de colágeno y quitosano se siguió la metodología 

descrita por Perez-Puyana, Jiménez-Rosado, et al., (2019). Se disolvió el colágeno y el 

quitosano en ácido acético 0.05M, teniendo en cuenta que las concentraciones utilizadas 

en los puntos 2.2.3.3 y 2.2.3.4. Una vez disuelto se centrifugo a 12.000 g por 10 minutos 

a 4 °C. 

2.1.1.5. Formación de andamios biológicos por método manual. 

Las mezclas se verterán en moldes y se mantendrán por 24 h a -18 ˚C. Finalmente se 

liofilizaran a -100 ˚C por 6 horas, y se colocaran en un desecador (Pipattanawarothai 

et al., 2017). 

 

Figura 6. Esquema general de la preparación de los ABs por liofilización. En la imagen 

se ilustra el paso a paso de la métodología que se siguió, desde el pesado de los polímeros 

hasta hasta la liofilización de los ABs 
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2.1.2. Elaboración de andamios biológicos mediante bioimpresión 3D empleando 

diferentes concentraciones de quitosano y colágeno extraídos. 

2.1.2.1. Preparación de gel de quitosano para bioimpresión 3D. 

El gel de quitosano se elaborará siguiendo la metodología modificada de Fischetti et al. 

(2020). Se disolvió quitosano en ácido acético 0.5 M en una concentración de 1.1% p/v y 

se dejó en agitación magnética por 3 horas a 40ºC. También se elaboró una solución 

gelificante de agarosa y PBS en microondas. Posteriormente se mezcló las soluciones de 

manera que la concentración del quitosano se 1% p/v y la de la agarosa 2%. 

 

Figura 7. Esquema general de la preparación de la solución para bioimpresión 3D. Se ilustra 

la preparacio de la solción de polimeros (quitosano, colágeno o ambos) y la solución de agarosa, 

las cuales se mezclan para obtener una solución imprimible. 

2.1.2.2. Preparación de gel de colágeno para bioimpresión 3D. 

El gel de colágeno se preparó siguiendo una metodología modificada de Diamantides 

et al., (2017). Se disolvió colágeno en ácido acético 0.1 % y posteriormente se mezcló 

con la solución reticulante preparada en el punto 2.2.4.1.  

2.1.2.3. Preparación de gel hibrido de quitosano y colágeno para bioimpresión 3D. 
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Se siguió la metodología modificada de Sun et al. (2019). Se tomó colágeno y quitosano, 

y se disolvió en ácido acético 0.5 M, en las concentraciones establecidas en estudios 

preliminares. Posteriormente se mezcló con la solución reticulante preparada en el punto 

2.2.4.1. 

2.1.2.4. Formación de andamios biológicos mediante bioimpresión 3D. 

2.1.2.4.1. Fabricación de una bioimpresora 3D. 

Como base para la fabricación de la bioimpresora se utilizó las partes de una impresora 

3D Afinibot modelo A3 (Gift Series). En primero lugar se realizó un modelamiento de la 

bioimpresora, el cual se muestra de la Figura 8. Las partes que no se pudieron sacar de la 

impresora 3D se imprimieron con plástico PLA con otra impresora 3D Creality modelo 

Ender-3, también se recicló partes de un refrigerador y ciertas piezas pequeñas fueron 

adquiridas en centros ferreteros. 

 

Figura 8. Modelamiento 3D de la extructura de la bioimpresora. El modelamiento se realizo 

en el programa Fusion360, con el fin de visualizar las distribución de la piezas impresas (azul), 

piezas metálicas (gris) y bandas (negro). 
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Con el modelamiento de la impresora listo se procedió a imprimir los ejes X y Y que 

permitirán moverse al extrusor sobre el área de la placa. Lo siguiente fue imprimir las 

piezas necesarias para que el extrusor se mueva en el eje z, es decir, en el eje vertical. Con 

la estructura sobre la que se moverá el extrusor ya armada se procedió a imprimir el 

extrusor y un soporte para que este se pueda acoplar a la estructura (Figura 9), esto con la 

intención de poder cambiar el extrusor para realizar otro tipo de impresiones. Para la 

estructura externa primero se imprimió piezas que permitan unir a los tubos que soportaran 

toda la estructura interna, y se dejó un espacio en la parte de abajo para posteriormente 

poder acoplar el sistema de refrigeración (Figura 10). 

 

Figura 9. Estructura armada de los ejes XYZ con el extrusor. La fotografía muestra las piezas 

impresas en plástico PLA (azul) ensambladas con los motores que moverán al extrusor, un tubo 

cuadrado sobre el cual se posa el extrusor, y varillas que en conjunto con el tubo permitirán el 

movimiento del extrusor por los ejes XYZ. 
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Figura 10. Estructura de la bioimpresora sin el sistema de refrigeración. La fotografía muestra 

la estructura de la impresora con los ejes XYZ armados por completo y con los circuitos y cableado 

en la parte trasera ya en funcionamiento. 

 

Figura 11. Bioimpresora 3D completa. (A) Fotografía de la estructura completa de la 

bioimpresora (B) Fotografía de la bioimpresora sellada para aislar térmicamente el ambiente 

interno. 

El sistema de refrigeración se recicló de un congelador y se lo adaptó a la parte inferior 

de la impresora y se cubrió la impresora con espumaflex y espuma prodex (Figura 11A), 

con el fin de aislar térmicamente el ambiente interno de la impresora.  

2.1.2.4.2. Impresión de andamios biológicos. 
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Con la bioimpresora ya construida se procedió con el proceso de bioimpresión. Para el 

diseño de los andamios se empleó AutoCAD y para imprimir se empleó CURA Ultimaker 

(Horvath & Cameron, 2018).  

 

Figura 12. Proceso de bioimpresión 3D. Esquema simplificado del proceso de bioimpresión capa 

a capa. 

2.1.3. Evaluación de los andamios elaborados de manera manual y con 

bioimpresión 3D en base a sus características morfológicas y biológicas.  

2.1.3.1. Evaluación morfológica 

Mediante microscopia electrónica de barrido (SEM) se obtuvo imágenes de la superficie 

de los andamios. Por otro lado, la porosidad se calculó con el método de método de 

infiltración de etanol, utilizando el Wseco de los andamios, la densidad del biomaterial (1), 

la densidad del etanol (2) y el peso final (Wf), el cual se obtuvo de pesar el andamio 

después de haber estado sumergidos 24 h en etanol. Estos datos se remplazaron en la 

siguiente fórmula (Nocera et al., 2018): 

𝑷𝒐𝒓𝒐𝒔𝒊𝒅𝒂𝒅(%) =
(𝑊𝑓 − 𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜)𝜌1

𝜌1𝑊𝑓 + (𝜌2 − 𝜌1)𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜
× 100 
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2.1.3.2. Evaluación de biodegradabilidad 

La biodegradabilidad se evaluó siguiendo la metodología planteada por Gholizadeh et al., 

(2017). Primero los andamios se cortaron con un bisturí de un tamaño de 1 cm2, 

seguidamente se pesaron y posteriormente se colocarán en plasma sanguíneo durante un 

periodo de 7 días, de manera similar al punto 2.2.5.1. Los andamios se enjuagaron en 

etanol, se dejaron a secar y se volvieron a pesar. Las mediciones se realizaron en los días 

2, 5 y 7, cambiando el plasma sanguíneo en cada una. El porcentaje de biodegradabilidad 

se obtuvo mediante la siguiente fórmula: 

%𝑩𝒊𝒐𝒅𝒆𝒈𝒓𝒂𝒅𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 =
𝑊𝑖 − 𝑊𝑓

𝑊𝑖
× 100 

Donde Wi es el peso inicial del andamio y Wf es el peso final del andamio. 

 

Figura 13. Proceso de biodegradabilidad y biomineralización de los ABs. Esquema de 

los pasos a seguir para sumergir los ABs en plasma e incubar, para la evaluación de 

biodegradabilidad y biomineralizacion  
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2.1.3.3. Evaluación de capacidad de absorción de agua 

Los andamios se pesaron para obtener el Wseco y se sumergió en agua destilada por 6 horas. 

Cada 30 minutos se pesó el andamio para obtener el peso húmedo (Whumedo). La capacidad 

de absorción de agua se obtuvo mediante la fórmula (Pipattanawarothai et al., 2017): 

𝑪𝒂𝒑𝒂𝒄𝒊𝒅𝒂𝒅 𝒅𝒆 𝒂𝒃𝒔𝒐𝒓𝒄𝒊ó𝒏 =
𝑊ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑜 − 𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜

𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜
 

2.1.3.4. Evaluación de biomineralización 

Esta evaluación se realizó en base al método descrito por (Pipattanawarothai et al., 

2017), empleando plasma sanguíneo. Para ello se colocó el plasma en tubos de ensayo y 

se sumergió a los andamios a 37 ˚C por 7 días. Se analizo la formación de hidroxiapatita 

(HAp) mediante microscopio óptico en los días 2, 5 y 7. 
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CAPÍTULO III.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Análisis de resultados. 

3.1.1. Elaboración de andamios biológicos por método manual. 

Utilizando la liofilización como método manual se obtuvo 3 tipos de ABs según su 

composición: ABs de quitosano, ABs de colágeno y ABs de quitosano y colágeno. En la 

elaboración se utilizaron las concentraciones de polímeros que se muestran en la Tabla 2. 

Con el fin de mejorar el entrecruzamiento o “crosslinking” del colágeno y el quitosano se 

los mezcló con agarosa, esto también ayuda a mejorar las propiedades mecánicas de los 

andamios sin perjudicar las propiedades biológicas. La elección específica de la agarosa 

se debió a ser un biopolímero natural con buena interacción con el colágeno y el quitosano 

(Kniebs et al., 2020; N. Kumar et al., 2018). 

Tabla 2. ABs Elaborados por liofilización. 

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 

AB de 

quitosano 

Quitosano 1 

Colágeno 0  

Agarosa 0,5  

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 

AB de 

colágeno 

Quitosano 0 

Colágeno 1 

Agarosa 0,5 

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 

AB de 

quitosano/ 

colágeno 

Quitosano 1 

Colágeno 1 

Agarosa 0,5 
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Las soluciones se vertieron en cajas bipetri y se pasaron por un tratamiento de 

ultracongelación por 24 h y posteriormente de liofilización de 24 h, dando como resultado 

los ABs que se muestran en la

 

Figura 14.. De forma general estos presentaron una coloración blanquecina y los de ABs 

de quitosano y quitosano/colágeno, mostraron mayo rigidez, mientras que el de colágeno 

ue mucho más frágil, fragmentándose rápidamente al contacto. A estos se los corto en 

pequeños cuadrados de 1 cm² con el fin de tener varias muestras, permitiendo realizar 

múltiples pruebas. 

 

Figura 14. ABs elaborados por liofilización. Se muestran los resultados obtenidos mediante el 

método de liofilización (A) AB de colágeno. (B) AB de quitosano. (C) AB de quitosano/colágeno. 

3.1.2. Elaboración de andamios biológicos por bioimpresión 3D. 

Para lograr imprimir se realizó diferentes pruebas con relación a las condiciones de 

impresión. Se probaron diferentes materiales sobre los cuales imprimir, con el fin de 

encontrar uno en el que el AB se adhiera con facilidad y no le absorba. Se probaron 

materiales como acetato, acetato de impresión, corcho, vidrio, papel encerado y aluminio, 

permitiendo llegar a determinar al vidrio como el material más idóneo para la impresión. 

Se probó la temperatura a la que se debe mantiene el extrusor para que la solución no 

gelatinice dentro pero tampoco comprometa la estructura del polímero. Se evaluó 

temperaturas en un rango de 35 a 50 ºC y se determinó que 41  3 ºC era la temperatura 

idónea para mantener liquidad a la solución. Por otra parte, la velocidad de impresión fue 
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otro factor fundamental, en el caso de ser demasiado rápida la solución no tiene tiempo de 

gelatinizarse y si era muy lenta se acumulaba mucho material en un solo punto. La 

velocidad de 30 mm/s resultó ser la mejor entre las velocidades de 20 mm/s a 43 mm/s.  

La temperatura de la aguja debía mantenerse los suficientemente caliente como para evitar 

que la solución solidifique dentro de la punta, pero lo suficientemente fría como para poder 

gelatinizarse al entrar en contacto con la cama de impresión. Para esto se probaron 

temperaturas en el rango de 40 a 70 ºC, llegando a la conclusión de que 50 ºC era la 

temperatura apropiada para la impresión. Más relacionado con la estructura de los AB está 

el controlar el grosor de las líneas que se imprimen, para lo que se probaron 3 diámetros 

de boquilla, 0.4, 0.6 y 0.8 mm; siendo 0.4 mm el que mejor funciono, es decir, el que 

mejor control ofreció sobre el AB.  Finalmente, el índice de compresión se fijó en 1.5 

habiendo probado valores de 1.0 a 1.8. El índice de compresión es la cantidad de material 

que se imprime en cada punto, si este es muy bajo partes del AB no se imprimirán, pero 

si es muy alto se acumulará demasiado material y el AB perderá la forma.  

Utilizando la bioimpresión 3D se elaboraron 3 tipos de AB según su composición: AB de 

quitosano, AB de colágeno y AB de quitosano y colágeno. Las concentraciones de 

polímeros utilizadas se muestran en la Tabla 3. La agarosa es capaz de funcionar como 

biotinta para impresión 3D por si sola, por lo que se agregó agarosa en mayor 

concentración que en el caso de los AB liofilizados, con el fin de cubrir las necesidades 

de altas propiedades mecánicas y una rápida gelificación (Yang et al., 2022). Mediante 

ensayos preliminares se llego a la conclusión de que 2 % era la concentración necesaria 

para que la solución sea imprimible.  

Tabla 3. ABs Elaborados por bioimpresión 3D 

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 

AB de 

quitosano 

Quitosano 1 

Colágeno 0 

Agarosa 2 

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 
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AB de 

colágeno 

Quitosano 0 

Colágeno 1 

Agarosa 2 

Tipo de AB Polímeros Concentración (%) 

AB de 

quitosano/ 

colágeno 

Quitosano 1 

Colágeno 1 

Agarosa 2 

 

Las soluciones se tomaron con una jeringa y a esta se la coloco en el extrusor de la bio-

impresora. Mediante el programa Repetier-Host de la empresa RepRap y el motor de 

procesamiento de Slic3r, se imprimió los ABs en 15 minutos, dando los ABs o en este 

caso hidrogeles presentados en la Figura 15, con una coloración ligeramente blanca. A 

estos se los recortó con cuidado en pequeños cuadrados de 1 cm2 de manera similar a los 

ABs liofilizados, con el mismo propósito de realizar múltiples pruebas.  

 

Figura 15. ABs elaborados por Bioimpresión 3D. Se muestran los resultados obtenidos 

mediante el método de bioimpresión 3D (A) AB de colágeno con un tamaño de 4 cm2 y 2 mm de 

alto (B) AB de quitosano/colágeno con un tamaño de 4 cm2 y 3 mm de alto (C) AB de quitosano 

con un tamaño de 4 cm2 y 2 mm de alto. 

3.1.3. Evaluación de los andamios elaborados en base a sus características 

morfológicas y biológicas.  

3.1.3.1. Evaluación morfológica. 
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3.1.3.1.1. Evaluación morfológica de andamios elaborados de manera manual 

mediante Microscopia electrónica de barrido. 

Para determinar la idoneidad de los ABs para el cultivo de tejidos, la primera característica 

que se debe tomar en cuenta es la morfología, al ser el principal factor en influir sobre, la 

migración celular, crecimiento celular, adhesión celular y vascularización (Bartoš et al., 

2018; Eltom et al., 2019). Consecuentemente, la principal evaluación que se realizó a los 

ABs fue sobre su morfología.  

La Figura 16A brinda una imagen detallada del ABs liofilizados de quitosano. La 

superficie presenta un comportamiento rugoso, irregular y poco poroso. Los escasos poros 

que se logra visualizar son bastante irregulares como muestra la Figura 16B, C y D. Para 

tener una observación más clara de la morfología se congeló los ABs con nitrógeno líquido 

y se cortó en frío con un bisturí, permitiendo ver la estructura interior del andamio (Figura 

17).  La Figura 17A muestra el interior del andamio de quitosano con una morfología más 

porosa e irregular que en su superficie, además, se observa una estructura por capas. Esta 

morfología porosa y en capas o láminas de los ABs también se han observado en andamios 

elaborados con quitosano de fuentes distintas a las de este estudio (Reys et al., 2017).  La 

Figura 17B, C y D permitieron medir el tamaño de los poros y se encontró que varían 

entre 30 y 340 m y el tamaño promedio fue de 189,31 m.  

En cuanto al AB de colágeno (Figura 16E, F, G y H), la superficie es más rugosa y porosa. 

Igualmente, la Figura 17E muestra que el interior del AB de colágeno es porosa. El tamaño 

de los poros fue de 40 a 360 m y en promedio fue de 162,85 m como muestra la Figura 

17F, G y H. 

A diferencia de los andamios de quitosano y colágeno, la superficie del AB híbrido de 

quitosano/colágeno (Figura 16I) es relativamente lisa y a excepción de tres orificios no se 

observó la presencia de poros, la Figura 16J, K y L confirmaron la ausencia de macroporos 

y microporos al menos en la superficie. Sin embargo, la Figura 17I muestra una 

morfología bastante porosa en el interior del ABs de quitosano/colágeno. El tamaño de 
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los poros se encuentra en el rango de los 100 a 690 m según lo observado en la Figura 

17J, K y L. En este caso el promedio del tamaño de los poros es de 360 m, notablemente 

superior a los ABs de quitosano y colágeno. Estudios en los cuales se han combinado 

biopolímeros para la elaboración de andamios indican que es común que se obtengan 

poros de mayor tamaño (Kaczmarek, Sionkowska, & Osyczka, 2018; Kaczmarek & 

Sionkowska, 2018; Kaczmarek, Sionkowska, Gołyńska, et al., 2018). En resumen, el 

tipo de andamio que muestra poros de mayor tamaño es el híbrido con un promedio de 

360 µm, seguido del andamio de quitosano con un promedio de 189, µm y finalmente el 

andamio de colágeno con un promedio de poros de 162,8 µm. 

 

 

Figura 16. Superficie de los ABs liofilizados. Observaciones morfológicas de la superficie de 

los ABs por SEM. (A, B, C, D) AB de quitosano a MAG 137X, 500X, 1,67 kX y 3,33 kX (E, F, 
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G, H) AB de colágeno a MAG 100X, 500X, 1,67 kX y 3,33 kX (I, J, K, L) AB de 

quitosano/colágeno a MAG 85X, 500X, 1,67 kX y 3,33 kX   

La dimensión de los poros es un factor que influye directamente sobre la adhesión celular 

de un AB; de manera que si los poros son demasiado pequeños, se produce una 

permeabilidad celular limitada y la formación de una cápsula alrededor de los bordes del 

andamio, pero si los poros son demasiado grandes, se limita el área específica y se reduce 

la densidad del ligando disponible para que la célula se adhiera (Saravanan et al., 2016). 

Los ABs idealmente deben contar con una red porosa con macroporos, de 100 a 900 μm 

y microporos de hasta 2 μm, facilitando la adherencia de las células, nutrientes y 

metabolitos a la estructura (Winnett et al., 2022). Los 3 tipos de ABs cuentan con 

macroporos dentro del rango anteriormente nombrado e inclusive más pequeños en los 

casos de los ABs de colágeno y quitosano, por lo que se puede decir que en este aspecto 

son aptos para aplicaciones en ingeniería de tejidos. Otro factor que favorece la adhesión 

celular según Khan et al., (2020) es la rugosidad de la superficie, en este aspecto destacan 

los ABs de colágeno al presentar la superficie más rugosa, seguida de la superficie de los 

ABs de quitosano y la de quitosano/colágeno, los cuales presentaron la menor rugosidad.  
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Figura 17. ABs liofilizado cortado. Observaciones morfológicas de los poros de los ABs por 

SEM y mediciones del tamaño de sus poros. AB de quitosano a MAG 84X (A). Tamaño de los 

poros del AB de quitosano a MAG 500X (B - C) y 1,67 kX (D). AB de colágeno a MAG 89X (E).  

Tamaño de los poros del AB de colágeno a MAG 500X (F) y 1,67 kX (G - H). AB de 

quitosano/colágeno a MAG 93X (I). Tamaño de los poros del AB de quitosano/colágeno a MAG 

500X (J - K) y 1,67 kX (L). 

De acuerdo al tamaño de los poros de los ABs elaborados los ABs de quitosano/colágeno 

cuentan con poros del tamaño adecuado para la regeneración de tejido óseo debido a que 

para la obtención de este tejido se requiere la presencia de poros de entre 300 y 500 μm. 

Esta característica no solo favorece la regeneración de este tipo de tejido sino también la 

vascularización (Nguyen et al., 2021). Los ABs de quitosano y colágeno, también podrían 

resultar útiles en la regeneración de este tipo de tejido porque los poros se encuentran en 

el rango de 40 a 100 μm sin embargo, al no poseer poros de mayo tamaño, 

preferentemente >500 μm, se obtendría una baja vascularización (Khoramgah et al., 
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2020). Cabe mencionar que los ABs de colágeno también podrían resultar útiles en la 

regeneración de tejido de piel, siendo que el rango de tamaño de poros para ese tipo de 

tejido es de 100 a 200 μm, además, este biomaterial está presente en alta cantidad en la 

matriz extracelular de la piel (Ullah et al., 2018).  

3.1.3.1.2. Evaluación morfológica de andamios elaborados de por bioimpresión 3D 

mediante microscopia óptica. 

La Figura 18 ofrece fotografías de la morfología superficie de los hidrogeles. El hidrogel 

de quitosano mostró una superficie mayormente lisa. El hidrogel de colágeno de la misma 

forma mostró más irregularidades, en este caso observa una estructura más definida 

notándose la forma dada por la impresión. El hidrogel de quitosano/colágeno ofreció una 

superficie con ciertas irregularidades, pero en la que se notaba más claramente el efecto 

de la impresión, llegando a notarse la capas con las que se formó al hidrogel. 

 

Figura 18. Superficie de los ABs bioimpresos. Fotografías tomadas mediante SEM. Hidrogel de 

quitosano a 83X (A). Hidrogel de colágeno a 123X (B). Hidrogel de quitosano/colágeno a 113X 

(C). 

En otros estudios acerca de la bioimpresión 3D de hidrogeles se muestra morfologías 

similares a las obtenidas. Por ejemplo en el estudio de Nadernezhad et al., (2019) se 

obtiene una morfología bastante similar empleando agarosa, el estudio de Heidenreich 
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et al., (2020) emplea mezclas de quitosano/colágeno y obtiene una superficie similar pero 

con una estructura más irregular en comparación con lo obtenido en la Figura 15. Osidak 

et al., (2019) expone un resultado parecido empleando colágeno y menciona que en el 

caso de los hidrogeles bioimpresos no es necesario que se observen los poros en los que 

se colocaran las células, más bien pueden colocarse directamente en la solución a imprimir, 

para tenerlas en suspensión. Por lo tanto, los hidrogeles impresos podrían emplearse para 

varias aplicaciones con este tipo de cultivo celular preferiblemente, debido a la carencia 

de poros en su superficie que permitan la entrada de células. 

3.1.3.2. Evaluación de porosidad 

A más del tamaño de los poros y la rugosidad de la superficie otro aspecto de la morfología 

de los ABs a tener en cuenta es el número de poros. Un mayor número de poros brindará 

una mayor superficie para la adhesión celular y también incrementará el número de células 

que se puede cargar el ABs (Saravanan et al., 2016; Zaharin et al., 2018). 

 

Figura 19. Resultados evaluación de porosidad de ABs liofilizados. Los ABs de quitosano 

tienen una porosidad de 71,07 % con una desviación estándar de 4,36, y los de colágeno tienen 

una porosidad de 88,00 % con una desviación estándar de 4,50, los de quitosano/colágeno tienen 

una porosidad de 69,50 % con una desviación estándar de 1,09. 

Una medida indirecta para determinar la porosidad de andamios es mediante el método de 

infiltración de etanol y los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 19 para los 
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liofilizados y Figura 20 para los bioimpresos. En los ABs liofilizados el colágeno presentó 

la mayor porosidad con 88,00%, seguido del quitosano con 71,07 % ligeramente superior 

al quitosano/colágeno con 69,50 %. En los bioimpresos los ABs de colágeno y 

quitosano/colágeno mostraron resultados cercanos, siendo de 25,17 % y 25,81 %, 

respectivamente; valores ampliamente superiores al mostrado por quitosano de apenas 

3,70 %. 

 

Figura 20. Resultados evaluación de porosidad de ABs bioimpresos. La gráfica expone la 

porosidad de los ABs bioimpresos, los de quitosano tienen una porosidad de 3,70 % con una 

desviación estándar de 2,13, los de colágeno tienen una porosidad de 25,17 % con una desviación 

estándar de 3,92, y los de quitosano/colágeno tienen una porosidad de 25,81 % con una desviación 

estándar de 3,92. 

Se debe tomar en cuenta que una porosidad demasiado alta puede resultar desfavorable, 

al perjudicar las propiedades mecánicas, en especial la rigidez (Ravaglioli et al., 2008). 

El porcentaje de porosidad más adecuada dependerá del tipo de tejido; Por ejemplo, en el 

caso del tejido dérmico la porosidad debe ser igual o ligeramente superior al 70 %, 

permitiendo un adecuado suministro de nutrientes e intercambio de gases (Radhika 

Rajasree et al., 2020). En el caso del tejido óseo se prefiere una porosidad entre el 80% 

y el 90%, al favorecer propiedades como la osteoinductividad y crecimiento de 

osteoblastos (Maji et al., 2016). De manera que, según los resultados obtenidos, 

únicamente los ABs de colágeno mostraron un valor idóneo para la regeneración de tejido 
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óseo. Sin embargo, los valores de los ABs de quitosano y quitosano/colágeno indican que 

podrían tener aplicaciones en los tejidos dérmicos y probablemente en tejidos pulmonares, 

dado que estos tiene una porosidad de 68.88  3.63% según lo mencionado por Wang 

et al., (2020). 

Las porosidades de los hidrogeles obtenido por bioimpresión 3D se mostraron 

considerablemente bajas, debido al alto contenido de agua, para obtener información más 

esclarecedora se debería someter al hidrogel a procesos como la liofilización con el fin de 

secarlo (Garakani et al., 2020; Qi et al., 2020; Zhou et al., 2020). Sin embargo, como 

se mencionó anteriormente en la fabricación de este tipo de andamios se puede cargar las 

células a los biopolímeros o tintas de manera directa, logrando que las células queden 

impregnadas en el hidrogel y regenerar el tejido dentro del organismo al contar con las 

condiciones adecuadas. De esta manera el número de poros presentes en andamios 

bioimpresos no sería tan fundamental como en el caso de los andamios liofilizados. 

3.1.1. Evaluación de biodegradabilidad 

Para la evaluación de biodegradabilidad se decidió emplear plasma sanguíneo con el fin 

de simular las condiciones internas del cuerpo humano, es decir, exponer los andamios 

elaborados a fluidos biológicos para analizar su comportamiento y evaluar si los mismos 

tienden a degradarse. El plasma sanguíneo tiene en su composición varias proteínas como 

la lisozima, una enzima de interés para esta investigación por sus capacidades para 

degradar el quitosano (Wrobel et al., 2017); esto debido a su capacidad para romper los 

enlaces glucosamina-glucosamina que producen oligosacáridos que se incorporan a las 

vías metabólicas o se excretan (Yan et al., 2019). También contienen carboxipeptidasas, 

una familia de enzimas que remueven los enlaces C-terminal de las proteínas las cuales 

podrían degradar colágeno. En el plasma sanguíneo también se encuentran la 

carboxipeptidasa N y la procarboxipeptidasa B2 (Leung & Morser, 2018). 

Con el método de liofilizado los resultados obtenidos fueron bastante irregulares, como se 

evidencia en la Figura 21, valores negativos indican que la masa del andamio aumentó, y 
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valores positivos indican que la masa del andamio disminuyó. El colágeno en el día 2 no 

mostró biodegradabilidad, pero si en los días 4 y 7 (valores mayores a 0), siendo en el día 

4 que más se pudo notar. El colágeno tubo la mayor biodegradabilidad en comparación 

con los otros polímeros debido a que este es mucho más susceptible a la degradación 

enzimática que el quitosano y consecuentemente también que quitosano/colágeno 

(Irawan et al., 2018). Los ABs de quitosano y quitasano/colágeno no llegaron a mostrar 

biodegradabilidad lo que indica que se debería extender el tiempo de incubación para 

obtener resultados que ayuden a tener un mejor entendimiento de esta característica. 

Adicionalmente, la razón por la que los andamios aumentaron su masa se debe a que se 

encuentran liofilizados y como se analizó en el punto 3.1.3.1.1. su estructura es bastante 

porosa por lo que pueden absorber y almacenar fluidos fácilmente. Por lo pronto según 

los resultados obtenidos se puede decir que los ABs de quitosano y quitosano/colágeno 

por su baja biodegradabilidad son favorables para el cultivo de tejidos óseo (Zhu et al., 

2021); mientras que los ABs de colágeno podrían funcionar tanto para tejido óseo y 

dérmico, si bien tiene una mayor degradación aún sigue siendo baja y su degradación del 

34,08% en el día 4 es un comportamiento similar a los ABs de piel (Sheikholeslam et al., 

2020).  

 

Figura 21. Resultados evaluación de biodegradabilidad ABs liofilizados. Se muestra la 

variación de la biodegradabilidad en función del tiempo. El quitosano en el día 2 mostró -160,09%, 

-160,96% en el día 4 y 108,29% en el día 7. El colágeno en el día 2 mostró -27,41%, 34,08% en 
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el día 4 y 10,95% en el día 7. El quitosano/colágeno en el día 2 mostró -71,63%, -52,57% en el 

día 4 y -95,31% en el día 7. 

Los ABs obtenidos por bioimpresión aportaron resultados más coherentes que se muestran 

en la Figura 22. El colágeno en el día 2 y 4 presentaron valores cercanos de 3,77 % y 

5,33 %, respectivamente; el día 7 presentó una diferencia notable con los valores 

anteriores de degradación, llegando a ser hasta el 27,57 %, 5 veces más que el valor del 

día 4. La disminución en la masa no es lineal, lo que indica que el plasma sanguíneo tuvo 

un retardo considerable en penetrar hasta el interior del AB, por lo que la absorción y 

consecuentemente la degradación no se ocurrió uniformemente (Mehboob et al., 2020). 

La Figura 24 indica que estos hidrogeles tienen una baja capacidad de absorción de agua 

por lo que tiene sentido el retraso del plasma sanguíneo en entrar con profundidad en el 

hidrogel. Una vez ocurrido esto el hidrogel empezó a degradarse rápidamente por el ratio 

alto de degradación del colágeno, a pesar de no encontrarse una enzima específica como 

la colagenasa (Irawan et al., 2018). 

El quitosano en el día 2 tuvo una degradación del 11,81 %, para el día 4 este valor creció 

hasta 19,51 % y para el día 7 la degradación creció notablemente, llegando a ser poco más 

del doble que en el día 4. Al presentar una baja capacidad de absorción de agua, apenas 

mayor a la del colágeno, el plasma sanguíneo demoró en penetrar hasta el interior del 

hidrogel, sin embargo, debido a la presencia de la lisozima se puedo degradar con mayor 

facilidad (Wrobel et al., 2017; Yan et al., 2019). 

Finalmente, en el caso de los ABs de quitosano/colágeno los días 2 y 4 fueron ligeramente 

inferiores a los de quitosano siendo de 10,44 % y 18,56 %, sin embargo, en el día 7 apenas 

hubo diferencia con el día 4 siendo de 19,08 %. Al tener la mayor capacidad de absorción 

de agua pudo tener una degradación más rápida en un inicio similar a los hidrogeles de 

quitosano, para el día 7 la degradación disminuyó drásticamente debido a la fusión de 

estos polímeros lleva a una disminución en su ratio de degradación (Satish Kumar et al., 

2019) también se debe tener en cuenta que la formación de HAp en la superficie retrasa 

la degradación, dado que estos hidrogeles presentaron la mayor formación de HAp, como 
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se muestran en la Figura 26, su efecto se notó con mayor fuerza (Kaczmarek, 

Sionkowska, Gołyńska, et al., 2018). 

 

Figura 22. Resultados evaluación de biodegradabilidad ABs liofilizados. Se muestra la 

variación de la biodegradabilidad en función del tiempo. El quitosano en el día 2 mostro 11,81%, 

19,51% en el día 4 y 41,95% en el día 7. El colágeno en el día 2 mostro 3,7722%, 5,33% en el día 

4 y 27,57% en el día 7. El quitosano/colágeno en el día 2 mostro 10,44 %, 18,56 % en el día 4 y 

19,08 % en el día 7.  

Los hidrogeles de quitosano tiene una degradabilidad semejante a los resultados obtenidos 

por Irawan et al., (2018), por lo que podría tener aplicaciones en el cultivo de tejido 

dérmico. Los hidrogeles de colágeno podrían emplearse en el cultivo de tejido dérmico e 

inclusive en tejidos cerebrales, para lo que se debe mantener entre el 20 y 30% para el 

correcto desarrollo de las células, y en el presente estudio se obtuvo 27,57% (H. N. Kim 

& Choi, 2019). Por lo visto en la Figura 22 se puede suponer que la degradación de los 

hidrogeles de quitosano/colágeno se prolongará por mucho más tiempo lo que resulta 

idóneo para el tejido óseo (Zhu et al., 2021). Para comprobar lo antes dicho se debería 

realizar un ensayo con un tiempo más prolongado de incubación. 

3.1.1. Evaluación de capacidad de absorción de agua 
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La capacidad de absorción de agua del andamio y consecuentemente su hinchamiento 

refleja la estabilidad estructural e influye en las propiedades mecánicas de los andamios 

de colágeno cuando se implantan in vivo (Li et al., 2017). En caso de que la capacidad de 

absorción de agua sea demasiado alta sus propiedades mecánicas se verán afectadas, pero 

si por el contrario son demasiado bajas la interacción celular se vería afectada. Este 

parámetro permite analizar la absorción de fluidos corporales y la transferencia de 

nutrientes y metabolitos celulares dentro del andamio; además al absorber fluidos también 

aumenta el tamaño de los poros y la porosidad total, y consecuentemente el área de la 

superficie de los andamios aumenta permitiendo una mejor infusión y unión celular (Maji 

et al., 2016).  

 

Figura 23. Resultados evaluación de capacidad absorción de agua. Los ABs de quitosano 

empezaron con 38,34 g/g de absorción de agua y terminaron 49,30 g/g. Los ABs de colágeno 

empezaron con 13,31 g/g de absorción de agua y terminaron 16,92 g/g. Los ABs de 

quitosano/colágeno empezaron con 28,15 g/g de absorción de agua y terminaron 26,38 g/g. 

La evaluación de esta característica mostró los resultados que se muestran en la Figura 23, 

para los ABs liofilizados, y en la Figura 24 para los ABs bioimpresos. Al analizar el 

comportamiento de los ABs liofilizados lo primero a notarse es que la absorción del 

quitosano es la más alta, teniendo su punto máximo a las 6 horas con un valor de 49,30 
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g/g y su punto mínimo a los 30 minutos con 38,33 g/g; la absorción fue de una manera 

bastante predecible siendo el primer valor el punto más bajo y subiendo de poco a poco 

con ligeras variaciones. Según Saravanan et al., (2016) la absorción de agua del 

quitosano es bastante alta en especial en sus primeras 6 horas. Al analizar estos resultados 

se debería en futuros análisis incrementar el tiempo para la evaluación de este parámetro 

hasta obtener valores constantes. 

El siguiente ABs con mayor capacidad de absorción de agua fue el de quitosano/colágeno, 

mostrando un ligero crecimiento en un inicio y seguido de un decrecimiento mantenido. 

Su punto máximo de absorción de agua fue a las 2:30 horas con 33,14 g/g y mínimo a las 

6 horas con 26,38 g/g. Los ABs híbridos tienden a presentar una menor capacidad de 

absorción de agua que los ABs de un solo biopolímero como por ejemplo quitosano, según 

lo mencionado por P. Kumar et al., (2017). 

Los ABs de colágeno presentaron la menor capacidad de absorción de agua a las 3:30 

horas con 13,13 g/g y mayor a las 6 horas con 16,91 g/g. La baja capacidad de absorción 

de agua del colágeno es consecuencia de emplear colágeno hidrolizado, según (Irawan 

et al., 2018), al pasar por este proceso pierde su estructura helicoidal nativa haciendo que 

en cierta medida también pierda varias de sus características mecánicas y biológicas. Otro 

factor que influye es el procedimiento de reticulación, en este caso la liofilización, este 

proceso disminuye la proporción de capacidad de absorción de agua de los andamios de 

colágeno porque algunos de los grupos hidrofílicos se consumen (Li et al., 2017).  

Las capacidades de absorción de agua obtenidas en los 3 ABs indican que estos son aptos 

para aplicaciones en ingeniería de tejidos (Cao et al., 2020; He et al., 2020; Xu et al., 

2021). La alta capacidad de absorción de agua por parte de los ABs de quitosano/colágeno 

se asemeja a la obtenida por He et al., (2020) y los ABs de quitosano incluso superan este 

resultado. Mientras que los ABs de colágeno mostraron resultados semejantes a los de 

Cao et al., (2020) y Xu et al., (2021) los cuales son ABs específicos para regeneración de 

piel. 
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Por otra parte, como se muestra en la Figura 24 los hidrogeles obtenidos por bioimpresión 

3D presentaron una capacidad de absorción realmente baja, teniendo 0,75 g/g como valor 

más alto obtenido con los hidrogeles de quitosano/colágeno a las 4:30 horas; el cual 

también fue el hidrogel que mostró la mayor capacidad de absorción, con un punto mínimo 

de 0,58 g/g. El comportamiento de este hidrogel fue bastante irregular al inicio y adoptó 

un comportamiento más estable con el tiempo. El quitosano presentó menor capacidad de 

absorción que el andamio híbrido pero una absorción ligeramente superior al colágeno 

con un punto mínimo de 0,31 a los 30 minutos y un punto máximo de 0,57 g/g a las 6 

horas y punto mínimo de 0,31 a los 30 minutos. Finalmente, el colágeno tuvo un 

desempeño ligeramente por debajo del quitosano teniendo su punto máximo a las 6:00 

horas con 0,38 g/g y mínimo a la 1:00 hora con 0,17 g/g; su comportamiento mostró un 

crecimiento lento a partir de 1 hora sumergidos con variaciones en varios puntos.  

La composición de los hidrogeles en su mayoría es agua por lo que era de esperarse que 

mostraran una capacidad de absorción de agua notablemente baja, llegando incluso a tener 

valores muy bajos en comparación con los ABs liofilizados Qi et al., (2020). Para llegar 

a una mayor apreciación de la porosidad de los hidrogeles se los debería someter a algún 

proceso de secado como liofilización (Garakani et al., 2020; Zhou et al., 2020). 
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Figura 24. Resultados evaluación de capacidad absorción de agua. Los ABs de quitosano 

empezaron con 0,30 g/g de absorción de agua y terminaron 0,57 g/g. Los ABs de colágeno 

empezaron con 0,30 g/g de absorción de agua y terminaron 0,38 g/g. Los ABs de 

quitosano/colágeno empezaron con 0,58 g/g de absorción de agua y terminaron 0,75 g/g. 

3.1.2. Evaluación de biomineralización 

La biomineralización se refiere a la deposición de iones y minerales en las superficies de 

los biomateriales al exponerlos a los fluidos corporales, en este caso la deposición de HAp 

al exponerse a plasma sanguíneo (Saravanan et al., 2016). Debido a la similitud de la 

HAp y los huesos esto resulta útil para determinar si el AB es apto para cultivo de tejido 

óseo o para implantarse, además aporta una idea acerca de su bioactividad (Nga et al., 

2020; Pipattanawarothai et al., 2017).  

Para analizar la presencia de esta se realizarán observación al microscopio del plasma 

sanguíneo (Figura 25 y Figura 26) y también se removió la capa de HAp de la superficie 

de los ABs mediante etanol, para analizar la cantidad obtenida (Figura 27 y Figura 28). 

Esta reacción ocurre debido a por las propiedades negativas del etanol sobre la 

osteointegración de los biomateriales (Lima et al., 2011).    
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La Figura 25Error! Reference source not found. muestra que en el periodo de 2 días 

solo se observan partículas de HAp en el plasma de los andamios de colágeno, en el día 4 

igualmente se obtuvo partículas que se presume podrían tratarse de la HAp, en el día 7 la 

cantidad de HAp fue mucho mayor.  Figura 27 la presencia de un sedimento blanco se 

nota con claridad desde el día 2 y su presencia incremento en el día 4 y 7. Debido a la 

coloración blanca de este sedimento se supone que trata de HAp, la cual imita química y 

cristalográficamente al hueso (Ferraris et al., 2020). Entre los principales componentes 

de los huesos están el colágeno y la HAp, su interacción se da por la estructura del 

colágeno compuesta de huecos aniónicos sobre los cuales se posa la HAp formando 

cristales (Sofi et al., 2018). Dado la relación natural de estos es comprensible los 

resultados obtenidos en los ABs de colágeno en comparación con los otros ABs. 

El plasma de los ABs de quitosano no mostró ningún indicio de HAp hasta el día 7 (Figura 

25). La Figura 27 muestra que en el día 2 el etanol mostraba una ligera transparencia, 

acompañada de la presencia de partículas blancas; en el día 4 no se notó un aumento en el 

precipitado y en el día 7 solo hubo un ligero aumento. Si bien el quitosano por sus grupos 

funcionales -NH2 y -C=O también pueden presentar biomineralización, este por sí solo no 

presenta una actividad tan elevada como si se le acompañara con otros polímeros 

(Saravanan et al., 2016). Razón por la cual los ABs de quitosano presentaron la 

biomineralización más baja y fue superado por los ABs de quitosano/colágeno. Si bien las 

imágenes de la Figura 25 muestran que tuvieron el mismo comportamiento de 

biomineralización, la  Figura 27 muestra una ligera superioridad de los ABs de 

quitosano/colágeno en especial en los días 4 y 7. 

Los ABs bioimpresos tuvieron un comportamiento bastante diferente. La muestran que 

para el día 2 solo se apreció una ligera formación de HAp en el plasma del colágeno y la 

Figura 28 muestra que el AB tuvo una ligera biomineralización. En el día 4 y 7 los ABs 

de colágeno ofrecieron un resultado similar a los del día 2. La Figura 26 indica que los 

hidrogeles de quitosano no presentaron ninguna formación que se pueda tratar de HAp en 

ninguno de los días. Se removió poco precipitado de estos ABs en el día 2 y se mantuvo 

este resultado en los días 4 y 7. Los ABs de quitosano/colágeno en el día 2 no se ofrecieron 
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nada que se asemejara a HAp, pero la Figura 28 mostró que si hubo cierta presencia de 

HAp. Para el día 4 solo se puedo divisar pequeñas formaciones en el plasma de colágeno 

y quitosano/colágeno y en el día 7 los sedimentos ya se pudieron observar claramente. La 

Figura 28 muestra que estos ABs tuvieron una sedimentación casi constante a lo largo del 

tiempo, solamente en el día 7 se notó cierto aumento en la presencia del sedimento. En el 

plasma de los hidrogeles de quitosano y quitosano/colágeno de los días 2, 4 y 7, y 

ligeramente en los de colágeno del día 7, se presentó ciertas formaciones que por su forma 

se sospecha que es degradación del hidrogel. 

El bajo desempeño por parte de los hidrogeles se debió a la baja actividad de 

biomineralización que presentan en general los hidrogeles, razón por la que su uso para la 

regeneración ósea quedaría limitado (Chen et al., 2021). Para mejorar esta característica 

de los hidrogeles se ha realizado estudios en los que se indica que los elaborados con más 

de un polímero presentan mejores características, además, las mezclas con colágeno 

muestran mejores resultados en especial para la regeneración de tejido óseo (Grabska-

Zielińska et al., 2021). De esta manera se explica que el hidrogel de quitosano/colágeno 

muestre mejores resultados que los demás hidrogeles. 
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Figura 25. Resultados biomineralización de ABs liofilizados plasma sanguíneo. Imágenes tomas con microscopio EVOS con una magnitud 

de 10 X. La presencia de partículas que corresponden a HAp se encuentran marcadas con flechas de color naranja. 
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Figura 26. Resultados biomineralización de ABs bioimpresos en 3D plasma sanguíneo. Imágenes tomas con microscopio EVOS con una 

magnitud de 10 X. La presencia de partículas que corresponden a HAp se encuentran marcadas con flechas de color naranja..
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Colágeno/ 

Quitosano 

Día 2 
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Día 7 

   
Figura 27. Resultados biomineralización de ABs liofilizados sumergidos en etanol. Imágenes 

de la reacción de los ABs elaborados median liofilización removidos del plasma sanguíneo y 

sumergidos en etanol. El etanol se llena un precipitado blanco que se sospecha es Hap removida 

de la superficie de los ABs. 

 

 Colágeno Quitosano 
Colágeno/ 

Quitosano 

Día 2 

   



 51 

Día 4 

   

Día 7 

   
Figura 28. Resultados biomineralización de ABs bioimpresos en 3D sumergidos en etanol. 

Imágenes de la reacción de los ABs mediante bioimpresión 3D removidos del plasma sanguíneo 

y sumergidos en etanol. El etanol se llena un precipitado blanco que se sospecha es Hap removida 

de la superficie de los ABs. 
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

• En la actualidad la Ingeniería de tejidos es un área fundamental de la biomedicina, 

especialmente para investigaciones de medicina regenerativa. Investigaciones en este 

campo están permitiendo superar problemas relacionados a compatibilidad, falta de 

donantes de órganos, entre otros. Por lo tanto, con el fin de aportar andamios que 

resulte útiles en la ingeniería de tejidos y conocimiento a esta área de estudio, se 

elaboraron andamios a partir biopolímeros naturales mediante liofilización como 

método manual (Figura 14) y bioimpresión 3D (Figura 15).  

• Siguiendo la metodología esquematizada en la Figura 6 se elaboró los ABs 

liofilizadas a las concentraciones indicadas en la Tabla 2. El resultado obtenido fue 3 

ABs completamente secos de coloración blanquecina que se muestran en la Figura 

14, a los que posteriormente se les caracterizó según su morfología, biodegradabilidad, 

capacidad de absorción de agua y biomineralización. 

• Siguiendo la metodología esquematizada en la Figura 7 y Figura 12 se elaboró los 

ABs bioimpresos en 3D a las concentraciones indicadas en la Tabla 3. El resultado 

obtenido fue 3 ABs en forma de higrogel con coloración ligeramente blanca que se 

muestra en la Figura 15, a los que posteriormente se les caracterizó según su 

morfología, biodegradabilidad, capacidad de absorción de agua y biomineralización. 

• Finalmente, según los resultados obtenidos en las evaluaciones morfológicas y 

biológicas los andamios fabricados en el presente estudio pueden servir para 

aplicaciones en IT, en especial en la regeneración de tejido óseo y de piel. Por el 

tamaño de sus poros los ABs de colágeno pueden ser útiles en la regeneración de piel, 

aunque por su porosidad también podrían utilizarse los ABs de quitosano y 
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quitosano/colágeno. La evaluación de biodegradabilidad mostro posibles 

aplicaciones en el tejido óseo, dérmico y cerebral. Según la capacidad de absorción 

de agua los ABs liofilizados tenían un comportamiento favorable para la IT. La 

prueba de biomineralización demostró que todos tenían potencial para el cultivo de 

tejidos óseo, en mayor o menor medida.  

4.2. Recomendaciones 

• Realizar pruebas de biodegradabilidad basadas en la variación de pH para 

complementar los resultados obtenidos mediante la medición de la variación de pesos. 

• Combinar la bioimpresión 3D con otros métodos de reticulación, de preferencia 

físicos, como la liofilización o explorar otros métodos de bioimpresión como la 

estereolitografía o micro-goteo. 

• Determinar las características reológicas a las soluciones de las soluciones para 

facilitar la calibración de la impresora, al conocer a que temperatura gelatiniza, que 

presión se debe ejercer según su viscosidad y a que temperatura se debe mantener en 

el extrusor para que permanezca líquido y no tape la aguja de impresión. 

• Realizar pruebas antimicrobianas a los ABs para tener un mejor entendimiento de sus 

características biológicas y determinar su utilidad al momento de tratar a pacientes 

con heridas que están o podrían estar infectad
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ANEXOS 

Anexo 1. Pesos obtenidos para el cálculo de porosidad 

  Bioimpresión 3D (g) Liofilización (g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

0 horas  

0,0806 0,0932 0,0702 0,0154 0,0170 0,0143 

0,1392 0,0793 0,0998 0,0209 0,0118 0,0113 

0,1875 0,1061 0,0993 0,0178 0,0118 0,0113 

24 horas   

0,0987 0,1035 0,072 0,2338 0,2420 0,2065 

0,175 0,0857 0,106 0,2161 0,1107 0,1973 

0,232 0,1183 0,101 0,2139 0,2469 0,3130 

 

Anexo 2. Resultados porosidad con replicas 

Bioimpresión (%) Liofilización (%) 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

20,2688 31,6436 2,1978 71,0475 91,0010 68,3499 

28,3990 22,3386 6,7086 68,6840 81,6343 67,6364 

28,7544 21,5168 2,1978 68,7829 91,3542 77,2204 

 

Anexo 3. Resultados porosidad promedio 

Bioimpresión (%) Liofilización (%) 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

25,8074 25,1663 3,7014 69,5048 87,9965 71,0689 

 

Anexo 4. Desviación estándar de la porosidad 

Bioimpresión Liofilización 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano/ 

Colágeno 
Colágeno Quitosano 

3,9191 4,5924 2,1264 1,0916 4,5010 4,3595 
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Anexo 5. Pesos obtenidos para el cálculo de capacidad de absorción de agua 

 Bioimpresión 3D (g) Liofilización (g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

0:00 

0,0598 0,0942 0,0583 0,0137 0,0163 0,0125 

0,1146 0,099 0,0739 0,0168 0,0093 0,0136 

0,0537 0,0951 0,0673 0,0094 0,0136 0,0091 

0:30 

0,0932 0,1162 0,0912 0,4272 0,1409 0,4648 

0,1736 0,1326 0,0793 0,4757 0,1371 0,5294 

0,0945 0,1275 0,0864 0,2628 0,2657 0,3813 

1:00 

0,0954 0,1088 0,0963 0,4931 0,1890 0,5491 

0,1664 0,1172 0,0806 0,4964 0,1588 0,5951 

0,0905 0,1128 0,0859 0,2274 0,2019 0,379 

1:30 

0,0979 0,1164 0,0938 0,5171 0,1322 0,6085 

0,1867 0,1310 0,0786 0,5028 0,1564 0,5881 

0,1064 0,1167 0,0872 0,2794 0,2462 0,3493 

2:00 

0,1005 0,1153 0,0862 0,5182 0,1735 0,6260 

0,1814 0,1342 0,0858 0,5315 0,173 0,6063 

0,0971 0,1217 0,0895 0,2786 0,2498 0,3894 

2:30 

0,0973 0,1147 0,0972 0,5426 0,142 0,5997 

0,1686 0,1251 0,0894 0,5397 0,179 0,6290 

0,0915 0,1236 0,0901 0,2885 0,2437 0,4107 

3:00 

0,1024 0,1176 0,1039 0,4971 0,1631 0,6046 

0,1838 0,1324 0,0915 0,5307 0,168 0,6563 

0,0887 0,1237 0,0886 0,2434 0,2543 0,3734 

3:30 

0,1048 0,1162 0,0994 0,4958 0,1424 0,6315 

0,1796 0,1289 0,0874 0,5579 0,1458 0,6745 

0,0968 0,1264 0,0867 0,2403 0,2447 0,3852 

4:00 

0,1017 0,1193 0,1062 0,4906 0,1809 0,626 

0,1868 0,1412 0,0933 0,5338 0,1600 0,6962 

0,1003 0,1284 0,0924 0,2268 0,2587 0,3783 

4:30 

0,1078 0,1217 0,1127 0,4795 0,1700 0,6616 

0,1903 0,1358 0,0824 0,5525 0,1593 0,7144 

0,0961 0,1263 0,0958 0,2261 0,2646 0,3997 

5:00 

0,1094 0,1203 0,1195 0,4920 0,1491 0,621 

0,1937 0,1438 0,0856 0,5700 0,1766 0,7104 

0,0952 0,1310 0,0896 0,2304 0,2651 0,4063 
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5:30 

0,1107 0,1193 0,1102 0,4199 0,155 0,6378 

0,1896 0,1386 0,0885 0,5086 0,2139 0,7121 

0,0920 0,1293 0,0923 0,2895 0,2696 0,4154 

6:00 

0,1100 0,1228 0,1189 0,4285 0,1871 0,652 

0,1955 0,145 0,0909 0,4424 0,1968 0,7338 

0,0902 0,1306 0,097 0,2305 0,2872 0,4075 

 

Anexo 6. Resultados capacidad de absorción de agua con replicas. 

 Bioimpresión 3D (g/g) Liofilización (g/g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

0:00 

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0:30 

0,5585 0,2335 0,5643 30,1825 7,6442 36,1840 

0,5148 0,3394 0,0731 27,3155 13,7419 37,9265 

0,7598 0,3407 0,2838 26,9574 18,5368 40,9011 

1:00 

0,5953 0,1550 0,6518 34,9927 10,5951 42,9280 

0,4520 0,1838 0,0907 28,5476 16,0753 42,7574 

0,6853 0,1861 0,2764 23,1915 13,8456 40,6484 

1:30 

0,6371 0,2357 0,6089 36,7445 7,1104 47,6800 

0,6291 0,3232 0,0636 28,9286 15,8172 42,2426 

0,9814 0,2271 0,2957 28,7234 17,1029 37,3846 

2:00 

0,6806 0,2240 0,4786 36,8248 9,6442 49,0800 

0,5829 0,3556 0,1610 30,6369 17,6022 43,5809 

0,8082 0,2797 0,3299 28,6383 17,3676 41,7912 

2:30 

0,6271 0,2176 0,6672 38,6058 7,7117 46,9760 

0,4712 0,2636 0,2097 31,1250 18,2473 45,2500 

0,7039 0,2997 0,3388 29,6915 16,9191 44,1319 

3:00 

0,7124 0,2484 0,7822 35,2847 9,0061 47,3680 

0,6038 0,3374 0,2382 30,5893 17,0645 47,2574 

0,6518 0,3007 0,3165 24,8936 17,6985 40,0330 

3:30 

0,7525 0,2335 0,7050 35,1898 7,7362 49,5200 

0,5672 0,3020 0,1827 32,2083 14,6774 48,5956 

0,8026 0,3291 0,2883 24,5638 16,9926 41,3297 

4:00 
0,7007 0,2665 0,8216 34,8102 10,0982 49,0800 

0,6300 0,4263 0,2625 30,7738 16,2043 50,1912 
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0,8678 0,3502 0,3730 23,1277 18,0221 40,5714 

4:30 

0,8027 0,2919 0,9331 34,0000 9,4294 51,9280 

0,6606 0,3717 0,1150 31,8869 16,1290 51,5294 

0,7896 0,3281 0,4235 23,0532 18,4559 42,9231 

5:00 

0,8294 0,2771 1,0497 34,9124 8,1472 48,6800 

0,6902 0,4525 0,1583 32,9286 17,9892 51,2353 

0,7728 0,3775 0,3314 23,5106 18,4926 43,6484 

5:30 

0,8512 0,2665 0,8902 29,6496 8,5092 50,0240 

0,6545 0,4000 0,1976 29,2738 22,0000 51,3603 

0,7132 0,3596 0,3715 29,7979 18,8235 44,6484 

6:00 

0,8395 0,3036 1,0395 30,2774 10,4785 51,1600 

0,7059 0,4646 0,2300 25,3333 20,1613 52,9559 

0,6797 0,3733 0,4413 23,5213 20,1176 43,7802 

 

Anexo 7. Resultados capacidad de absorción de agua promedio. 

 Bioimpresión 3D (g/g) Liofilización (g/g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

0:00 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0:30 0,6110 0,3045 0,3071 28,1518 13,3076 38,3372 

1:00 0,5775 0,1750 0,3396 28,9106 13,5053 42,1112 

1:30 0,7492 0,2620 0,3227 31,4655 13,3435 42,4358 

2:00 0,6906 0,2864 0,3232 32,0333 14,8713 44,8174 

2:30 0,6007 0,2603 0,4053 33,1408 14,2927 45,4526 

3:00 0,6560 0,2955 0,4456 30,2559 14,5897 44,8861 

3:30 0,7074 0,2882 0,3920 30,6540 13,1354 46,4818 

4:00 0,7328 0,3476 0,4857 29,5706 14,7748 46,6142 

4:30 0,7509 0,3306 0,4905 29,6467 14,6715 48,7935 

5:00 0,7642 0,3690 0,5131 30,4505 14,8764 47,8545 

5:30 0,7396 0,3420 0,4864 29,5738 16,4442 48,6775 

6:00 0,7417 0,3805 0,5703 26,3773 16,9192 49,2987 

 

Anexo 8. Desviación estándar de la porosidad capacidad de absorción de agua 

                           Bioimpresión 3D Liofilización 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0:30 0,1067 0,0502 0,2012 1,4433 4,4575 1,9475 

1:00 0,0961 0,0142 0,2334 4,8247 2,2502 1,0368 
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1:30 0,1642 0,0434 0,2234 3,7338 4,4386 4,2053 

2:00 0,0922 0,0539 0,1297 3,4849 3,6974 3,1014 

2:30 0,0968 0,0336 0,1926 3,9084 4,6850 1,1699 

3:00 0,0444 0,0365 0,2401 4,2487 3,9567 3,4320 

3:30 0,1013 0,0402 0,2255 4,4751 3,9331 3,6626 

4:00 0,0997 0,0653 0,2418 4,8447 3,3892 4,2969 

4:30 0,0641 0,0326 0,3373 4,7415 3,8264 4,1542 

5:00 0,0572 0,0719 0,3860 4,9736 4,7627 3,1519 

5:30 0,0825 0,0559 0,2942 0,2206 5,7588 2,9008 

6:00 0,0700 0,0659 0,3428 2,8552 4,5542 3,9704 
 

 

Anexo 9. Pesos obtenidos para calcular la biodegradabilidad replica 1. 

 Bioimpresión 3D (g) Liofilización (g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Día 2 
0,1699 0,3036 0,2518 0,0129 0,0152 0,0112 

0,1514 0,2570 0,2434 0,0237 0,0171 0,0236 

Día 4 
0,2688 0,3775 0,1745 0,0141 0,0148 0,0108 

0,2100 0,3180 0,1699 0,0260 0,0138 0,0266 

Día 7 
0,3595 0,3639 0,4649 0,0140 0,0153 0,0123 

0,2800 0,2033 0,3480 0,0319 0,0169 0,0250 

 

Anexo 10. Pesos obtenidos para calcular la biodegradabilidad replica 2 

 Bioimpresión 3D (g) Liofilización (g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Día 2 
0,1772 0,3594 0,2655 0,0200 0,0073 0,0111 

0,1603 0,3252 0,2527 0,0311 0,0129 0,0335 

Día 4 
0,3084 0,3978 0,1141 0,0210 0,0176 0,0094 

0,2580 0,3277 0,1129 0,0365 0,0064 0,0258 

Día 7 
0,3326 0,2949 0,4224 0,0198 0,0080 0,0128 

0,2710 0,1654 0,3141 0,0480 0,0086 0,0324 

 

Anexo 11. Pesos obtenidos para calcular la biodegradabilidad replica 3 
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 Bioimpresión 3D (g) Liofilización (g) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Día 2 
0,2173 0,3897 0,2627 0,0185 0,0129 0,0093 

0,1936 0,3485 0,2544 0,0325 0,0120 0,0249 

Día 4 
0,2778 0,2886 0,1740 0,0207 0,0135 0,0066 

0,2293 0,2160 0,1526 0,0206 0,0092 0,0173 

Día 7 
0,3422 0,3140 0,3239 0,0166 0,0122 0,0073 

0,2854 0,1953 0,2205 0,0192 0,0060 0,0123 

 

 

Anexo 12. Resultados biodegradabilidad replicas 

 Bioimpresión 3D (%) Liofilización (%) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Día 2  

10,8888 15,3491 3,3360 -83,7209 -12,5000 -110,7143 

9,5372 9,5159 4,8211 -55,5000 -76,7123 -201,8018 

10,9066 10,5722 3,1595 -75,6757 6,9767 -167,7419 

Día 4 

21,8750 15,7616 2,6361 -84,3972 6,7568 -146,2963 

16,3424 17,6219 1,0517 -73,8095 63,6364 -174,4681 

17,4586 25,1559 12,2989 0,4831 31,8519 -162,1212 

Día 7  

22,1140 44,1330 25,1452 -127,8571 -10,4575 -103,2520 

18,5207 43,9132 25,6392 -142,4242 -7,5000 -153,1250 

16,5985 37,8025 31,9234 -15,6627 50,8197 -68,4932 

 

Anexo 13. Resultados biodegradabilidad promedio 

 Bioimpresión 3D (%) Liofilización (%) 

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 

Día 0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

Día 2 10,4442 11,8124 3,7722 -71,6322 -27,4119 -160,0860 

Día 4 18,5587 19,5131 5,3289 -52,5745 34,0817 -160,9619 

Día 7 19,0778 41,9496 27,5693 -95,3147 10,9541 -108,2901 

 

Anexo 14. Desviación estándar de la biodegradabilidad 

 Bioimpresión 3D  Liofilización  

Tiempo 
Quitosano

/Colágeno 
Quitosano Colágeno 

Quitosano

/Colágeno 
Colágeno Quitosano 
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Día 0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

Día 2 0,6414 2,5378 0,7452 11,8706 35,7560 37,5783 

Día 4 2,3889 4,0617 4,9708 37,7656 23,2745 11,5303 

Día 7 2,2859 2,9338 3,0855 56,6356 28,2151 34,7340 
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