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Resumen

El shock séptico, es una de las principales complicaciones que presentan los pacientes
que padecen sepsis. Este corresponde a las alteraciones metabdlicas, celulares, y circulatorias
que aumentan el riesgo de mortalidad y producen hipotension tisular grave, caracterizada
clinicamente por la vasodilatacién excesiva. Como tratamiento de esta condicion, se hace
uso de vasopresores tales como la norepinefrina, la cual lleva al aumento de la presion arterial
media (PAM), con el fin de mantener un flujo arterial 6ptimo. No obstante, esto puede llevar
a complicaciones como la pérdida de la micro perfusion periférica, generando asi la isquemia,
que en la mayoria de los pacientes se refleja en la necrosis distal digital. En la actualidad,
este tipo de complicacion se trata con la reseccion quirurgica del tejido afectado, siendo los
dedos generalmente los amputados. Sin embargo, no se cuenta con alternativas profilacticas
que eviten la aparicion de isquemia distal digital, y es necesario desarrollar alternativas
terapéuticas que permitan evitarla. Por consiguiente, se fabricaron perlas de alginato,
estandarizando su velocidad de agitacion y concentracion, para posteriormente encapsular en
ellas peroxido de calcio (CPO) y evaluar tanto sus propiedades mecanicas por medio de
pruebas de compresion, como su liberacion de oxigeno por medio del método de
desplazamiento de fluido. Los resultados obtenidos de la elaboracion de las perlas de alginato
demuestran que liberan entre 800 pL y 1200 pL de oxigeno en un periodo sostenido de 5
dias, y que el aumento de la concentracion de alginato es directamente proporcional a su
modulo de elasticidad (entre 100 kPa y 150 kPa), ademas, al encapsular CPO, sus

propiedades mecanicas se ven alteradas, aumentando los valores hasta cinco veces.

Palabras clave: Alginato, Peroxido de calcio, aposito, isquemia, liberacion de oxigeno.



Abstract

Septic shock is one of the main complications in patients with sepsis. It corresponds to
metabolic, cellular and circulatory alterations that increase the risk of mortality and produce
severe tissue hypotension, clinically characterized by excessive vasodilatation. As a
treatment for this condition, vasopressors such as norepinephrine, which leads to an increase
in mean arterial pressure (MAP), are used to maintain optimal arterial flow. However, this
can lead to complications such as loss of peripheral micro perfusion, thus generating
ischemia, which in most patients is reflected in digital distal necrosis. Currently, this type of
complication is treated with surgical resection of the affected tissue, being the fingers usually
amputated. However, there are no prophylactic alternatives to prevent the occurrence of distal
digital ischemia, and it is necessary to develop therapeutic alternatives to avoid it. Therefore,
alginate beads were manufactured, standardizing their agitation speed and concentration, to
subsequently encapsulate calcium peroxide (CPO) in them and evaluate both their
mechanical properties by means of compression tests and their oxygen release by means of
the fluid displacement method. The results obtained from the processing of the alginate beads
show that they release between 800 uL and 1200 pL of oxygen in a sustained period of 5
days, and that the increase in alginate concentration is directly proportional to its modulus of
elasticity (between 100 kPa and 150 kPa), in addition, when encapsulating CPO, its
mechanical properties are altered, increasing the values up to five times.
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Capitulo 1. Problema u Oportunidad

1.1. Introduccion

En la actualidad, los biomateriales y la ingenieria de tejidos se han enfocado no solo
en la rehabilitacion de un tejido, sino también en crear alternativas de prevencion de las
condiciones y/o patologias que alteren las condiciones normales y saludables de los tejidos,
como es el caso del uso de altas concentraciones de vasopresores, ya que se produce una
isquemia distal digital por el colapso de los vasos sanguineos distales. En la presente
investigacion se desarrolla un biomaterial de liberacion controlada de oxigeno a partir de una
concentracion de peroxido de calcio (CPO), inmovilizado en diferentes concentraciones de
alginato, ya que este podria suplir la necesidad de oxigeno necesaria para evitar la isquemia
distal digital. Esto debido a que el alginato es un material biodegradable, biocompatible y
posee una caracteristica valiosa de encapsulacion dependiente de la concentracion; por otra
parte, el CPO presenta una tasa de liberacion de oxigeno prolongada. Se evalua la liberacion
de oxigeno que produce cada una de las perlas, al igual que las propiedades mecanicas de las
mismas, tales como compresion, con el fin de estandarizar su elaboracion.
1.2. Problematica

La sepsis es una disfuncion orgéanica causada por una respuesta exacerbada a una
infeccion, la cual puede llevar a un choque séptico y ser mortal para el paciente.
Actualmente, en paises de bajos y medianos recursos, la sepsis es principalmente mortal
afectando a mas de 30 millones de personas anualmente, de las cuales el 20% fallecen.

(World Health Organization, 2018). En particular, en Colombia, se ha reportado una



incidencia mensual de 3,6 afectados por cada 100 admisiones por hospital, y una tasa de
mortalidad de 45,6% (Leon et al., 2013).

La sepsis puede llevar a un estado de hipotension y disfuncion multiorganica, causada
por la disminucion de oxigeno en el tejido. Como tratamiento de esta condicion, se hace uso
de vasopresores tales como la norepinefrina, la cual lleva al aumento de la presion arterial
media, con el fin de mantener un flujo arterial 6ptimo para la irrigacion renal y cerebral. No
obstante, esto puede llevar a complicaciones como la pérdida de la micro perfusion periférica,
generando asi la isquemia, que en la mayoria de los pacientes se refleja en la necrosis distal
digital (Pacheco Pacori & Garcia Duque, 2018). En la actualidad, este tipo de complicacion
se trata con la reseccion quirtrgica del tejido afectado, siendo los dedos generalmente los
amputados (Bolafios Toro, Saldarriaga Rivera, Forero Gémez, & Alzate Piedrahita, 2018).
La amputacion de los dedos si bien resulta ser una solucion que impide procesos infecciosos
como la gangrena, puede disminuir la calidad de vida de los pacientes afectados. En la
actualidad, no se cuenta con alternativas profilacticas que eviten la aparicion de isquemia
distal digital, que resulta del uso de vasopresores en pacientes sépticos.

1.3. Justificacion

Actualmente, en las instituciones de salud prevalece la necesidad de contar con una
alternativa terapéutica o de prevencion, para los pacientes que podrian desarrollan necrosis
distal digital, como complicacion del uso de vasopresores. Como recomendacion clinica
vigente se utilizan “algodones calientes” para disminuir la formacion de necrosis, siendo esta
una alternativa poco efectiva, ya que no son suficientes para contrarrestar la falta de oxigeno

en el tejido, lo que conlleva a la necrosis del tejido y su posterior amputacion.
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El avance que se ha tenido en el desarrollo de biomateriales ha permitido la
incorporacion y encapsulacion de perdxidos de diferentes metales, que permiten una
liberacion controlada de oxigeno, y han demostrado ser efectivos en el tratamiento de tejidos
isquémicos, disminuyendo la necrosis tisular. Por lo tanto, este proyecto busca desarrollar
una alternativa terapéutica orientada a la prevencion de la isquemia distal digital, basada en
un biomaterial no invasivo generador de oxigeno topico, empleando peroxido de calcio ya
que este, es un peroxido termodinamicamente estable que presenta una tasa de liberacion de
oxigeno prolongada en el tiempo y controlada mediante su encapsulacion en alginato, debido
a sus propiedades de encapsulacion, biodegradabilidad y biocompatibilidad con el potencial
de ser empleado como tratamiento profilactico para la isquemia distal digital (Lee & Mooney,
2012).

1.4. Pregunta problema

(La encapsulacion del peréxido de calcio en alginato, permite una liberacion de
oxigeno significativa, que podria ser potencialmente usada como tratamiento profilactico en
la isquemia distal digital?

1.5. Objetivo general
Desarrollar un biomaterial de liberaciéon controlada de oxigeno a partir de CPO

inmovilizado en alginato, con potencial uso en la prevencion de la isquemia distal digital.
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1.6. Objetivos especificos
- Establecer los parametros basicos de reticulacion de alginato para la encapsulacion
de sustancias de interés.
- Disefiar un protocolo de inmovilizacion de CPO en alginato, considerando diferentes
concentraciones del agente encapsulante.
- Determinar la influencia de la concentracion de alginato en la tasa de liberacion de
oxigeno.
1.7 Limitaciones y delimitaciones
En la presente investigacion se estudid la capacidad de liberacion de oxigeno del
perdxido de calcio a una concentracion del 5% p/v, encapsulado en perlas de alginato en
funcién de su concentracion de 0,5 % p/v, 1,0 % p/v, 1,5 % p/v'y 2,0 % p/v, por medio del
método de desplazamiento de fluido. Adicionalmente, se caracterizaron dichas perlas
analizando sus propiedades mecéanicas mediante ensayos de comprension. En las limitaciones
del presente estudio se ve involucrada la situacion que se esta viviendo en el mundo respecto
a la pandemia de la COVID-19, es por esto, que ciertas actividades del cronograma se vieron
afectadas por la disponibilidad del laboratorio. Otros factores, fueron la disponibilidad de los
reactivos en el mercado, y el tiempo de espera para importarlos a Colombia, necesitando
alrededor de dos meses para adquirirlos. A partir de esto, se limitd a utilizar una sola
concentracion de peroxido de calcio.
Debido a la dificultad y el tiempo que representa realizar pruebas in vitro € in vivo
con resultados significativos, se espera que estos se realicen en estudios posteriores, para
identificar si este tipo de terapia es efectiva para prevenir la isquemia distal digital producida

POr vasopresores.
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Capitulo 2. Marco Tedrico

2.1 Sepsis

La definicién de sepsis o septicemia viene desde los tiempos hipocraticos, donde se
definia como “putrefacciéon o mal olor de la carne” (Majno, 1991). Esta definicion se
mantuvo hasta el siglo XIX, cuando se especificd que la sepsis es una infeccion sistémica,
puesto que se creia que era la consecuencia de la invasién al huésped por organismos
patogenos irrigados después en el torrente sanguineo (Greenwood, 2010). A partir de finales
del siglo XX El Colegio Americano de Médicos de Toérax / Sociedad de Medicina de
Cuidados Intensivos, (ACCP/SCCM, por sus siglas en inglés) definieron la sepsis para poder
identificarla y mejorar la deteccion temprana de la enfermedad (Bone et al., 1992) sugiriendo
que el término sepsis sea relacionado a una infeccion asociada a la respuesta inflamatoria, en
efecto, su resultado debe cumplir con minimo dos parametros del sindrome de respuesta

inflamatoria (SIRS por sus siglas en inglés), el cual consta de los siguientes datos:

- temperatura < 36°C o0 > 38°C

- frecuencia cardiaca > 90 latidos por minutos (Ipm)

- frecuencia respiratoria > 20 respiraciones por minuto

- presion parcial arterial de diéxido de carbono (PaCO) <32 mmHg (4.3 KPa)

- leucocitos > 12.000 o <4.000, o un 10% de formas inmaduras (cayados). (pag. 1648)

En conclusion, el término sepsis segin la conferencia del Consenso de la
ACCP/SCCM, solo puede ser usado cuando coexisten un SIRS, y una infecciéon comprobada
por medio de la presencia de microorganismos (Bone et al., 1992). En el afio 2014, la SCCM
y la Sociedad Europea de Medicina Intensiva (ESICM por sus siglas en inglés), realizaron

una revision, con el fin de redefinir sepsis, con objeto de realizar un diagndstico adecuado y
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ofrecer una mejor atencion clinica. Fue entonces cuando se definio nuevamente la sepsis, esta
vez como la “disfuncion causada por una respuesta desregulada del paciente a una infeccion”

(Rhee, Gohil, & Klompas, 2014).

Posteriormente, en el Tercer Consenso Internacional para las Definiciones de Sepsis
y Shock Séptico se determind que no se podia identificar la sepsis por medio de los criterios
del SIRS, ya que estos eran validos también para otras patologias. De esta manera, en el 2016
se establece la Evaluacion Secuencial de la Insuficiencia Orgénica (SOFA por sus siglas en
inglés) (Tabla 1). La cual consta de una evaluacion de la funcidon orgénica para rifiones,
corazon, pulmones, sistema nervioso central e higado, para identificar su comportamiento y
respuesta a la infeccion (Rhodes et al., 2017). Ademas de esto, y debido a que algunos
apartados del SOFA necesitan pruebas de laboratorio, se determin6 el gSSOFA (Quick SOFA
o SOFA rapido) que realiza inicialmente una evaluacion rapida, a la presion sistdlica, la tasa
de respiracion y el estado mental del paciente, para asi determinar la posibilidad de ingresarlo
a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), para tener un monitoreo. Posteriormente, se
determinara la accion a seguir segun el puntaje obtenido, donde si se obtiene un SOFA > 2,
se debe considerar una accion rapida, debido a que la probabilidad de mortalidad del paciente
es 10% mayor que aquellos pacientes que obtienen un puntaje del SOFA < 2 (Rhodes et al.,

2017).
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Tabla 1

Escala SOFA

Sistema
Respiracion
PaO /FiO_** (mmHg)

Coagulacion
Plaquetas (20%/pl)
Higado
Bilirrubinas (mg/dl)
Cardiovascular

PAM o su manejo

Sistema Nervioso Central

SCORE

1 2
<400 <300
<150 <100
1,2-1,9 2,0-5.9
PAMao O i
mmHg

(cualquier dosis)*

<200 con soporte
respiratorio

<50
6,0-11,9

Dopamina 5,1-15
o epinefrina<o,10
norepinefrina <o,1*

15

<100 con soporte
respiratorio

<20
>12,0

Dopamina >150
epinefrina>o0,10
norepinefrina >0,1*

Escala de coma de Glasgow 13-14 10-12 6-9 <6
Renal

Creatinina (mg/dL) 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0

Gasto urinario (mL/dia) < 500 <200

PaO : Presién arterial de oxigeno FiO : Fraccion inspirada de oxigeno PAM Presién arterial media
*Dosis de catecolaminas se dan en ug/kg/min por lo menos 1 hora

Nota. Adaptado Escala SOFA, Neira-Sanchez & Malaga, 2016

Complicaciones de la sepsis

El shock séptico, es una de las principales complicaciones que presentan los pacientes

que padecen sepsis. Este corresponde a las alteraciones metabdlicas, celulares, y circulatorias

que aumentan el riesgo de mortalidad (Neira-Sanchez & Malaga, 2016) y producen

hipotension tisular grave, caracterizada clinicamente por la vasodilatacion excesiva que se

mantiene a pesar de tener un soporte de liquidos (Valenzuela Sanchez et al., 2005). Esta

hipotension es definida como un descenso de la presion sanguinea a nivel del sistema

circulatorio, por debajo de los valores estdndares de presion arterial media (PAM < 65

mmHg) (Sharma, Hashmi, & Bhattacharya, 2020). Cuando se tiene una PAM < 65 mmHg se

debe iniciar la terapia vasopresor (Rhodes et al., 2017). Para iniciar esta terapia, se

recomienda la norepinefrina como la primera opcion de vasopresor debido a que aumenta

significativamente la PAM, alterando levemente la frecuencia y el gasto cardiaco.



Suministrada normalmente en dosis entre los 0,02 pg/kg/min - 3 pg/kg/min, hasta que el
paciente se encuentre nuevamente estable. No obstante, la norepinefrina en altas dosis
(superiores a 3 pg/kg/min) (Singer et al., 2016) produce necrosis distal digital simétrica en
manos y pies (Ver Figura 1). Afectando las capas de la piel, en casos leves y en casos mas
severos, vasos sanguineos o hueso (Singer et al., 2016). A pesar de que el suministro de la
norepinefrina es frecuente no se cuentan con registros actualizados de los efectos adversos

de su uso (Daroca-Pérez & Carrascosa, 2017).

Figura 1

Paciente que sufrio shock séptico

Fuente: Propia
Nota. Paciente femenina de 49 afos que sufrié Shock séptico por calculo renal y presento necrosis distal digital

por el uso de norepinefrina.

2.2. Terapias de oxigeno

Existen diversos tipos de terapia de oxigeno, utilizados para el tratamiento de heridas
e isquemia distal digital. Entre los cuales se encuentran la terapia de oxigeno topica y los

agentes liberadores de oxigeno.
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2.2.1. Terapia de oxigeno topica

La terapia de oxigeno topica (TOT), aunque no es usada en la prevencion de la
isquemia distal por vasopresores, podria tener un potencial uso (Gordillo et al., 2008), ya que
es utilizada normalmente en la curacion de heridas abiertas, gracias a que permite suministrar
directamente oxigeno a baja presion (Kalliainen, Gordillo, Schlanger, & Sen, 2003). Esta
terapia necesita de oxigeno para difundirse ya sea en fase solida o liquida, a los tejidos
corporales y a las células que presentan una insuficiencia del mismo, por diferentes
patologias o condiciones externas (Sayadi et al., 2018). Entre las ventajas que poseen las
TOT, se encuentran: Baja toxicidad, bajo costo, y la posibilidad de ser autoadministrada.
También, posee efectos positivos en la piel, como: La aceleracion de los procesos de
curacion, aumento de la tasa de velocidad del metabolismo, reduccion de irritaciones, la
produccién del efecto antiinflamatorio (Sayadi et al., 2018) y la capacidad de producir un
efecto angiogénico (Dharupaneedi et al., 2019). Gracias a esto, se ha usado en diferentes
lesiones en la piel, como las llagas por presion y ulceras (Fischer, 1969), heridas de
quemaduras (Ignacio, Pavot, Azer, & Wisotsky, 1985), o como suplemento en la curacion
rutinaria de las heridas (Kalliainen et al., 2003). Esta terapia, aunque demuestra ser eficaz,
tiene limitantes como la eliminacion del tejido necrotico de la superficie previo al inicio del
tratamiento, y no es posible aplicarla en heridas con una superficie superior inicial media de
25,3 cm? (Gordillo & Sen, 2009) ademas, que para su activacion necesita ciertas enzimas

propias de la cicatrizacion.

2.2.2. Agentes liberadores de oxigeno

Se ha explorado la utilizacion de diferentes técnicas de elaboracion de andamios que

liberan oxigeno con base en los peroxidos, ya que estos compuestos tienen la capacidad de
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liberarlo al reaccionar con el agua. En este grupo se incluyen: peroxido de hidrogeno (H203),
percarbonato de sodio (SPO), peréxido de calcio y peroxido de magnesio (MPO). Esta
liberacion puede verse afectada por diferentes factores como el pH, la temperatura y el uso

de enzimas (Northup & Cassidy, 2008).

Peréxido de hidrogeno

El H>0O», es un potencial liberador de oxigeno y antiséptico cuando se descompone
en presencia de agua (Ecuacion 1), ya que se produce de manera continua (Gaikowski, Rach,
& Ramsay, 1999) (Abdi, Ng, & Lim, 2011). Es un reactivo que puede oxidar las proteinas,
los lipidos y los 4cidos nucleicos de manera indirecta o directa, mediante la constitucion de
radicales libres hidroxilos (OH) (Murphy & Friedman, 2019). El perdxido de hidrogeno tiene
la capacidad de dispersarse a través de las membranas celulares y desplazarse entre los tejidos
y las células antes de descomponerse, ya que puede actuar como mensajero secundario en la
proliferacion y apoptosis de las células. Este puede inducir la formacion de quimiocinas,
contribuyendo a la curacion de heridas y formacién de vasos superficiales en la piel (Schéfer
& Werner, 2011), y la capacidad de unirse a polimeros de peso molecular elevado, sin
embargo, no se puede controlar su tasa de liberacion de O ya que sucede de manera
instantanea al entrar en contacto con el agua, normalmente se usa en concentraciones entre

el 15% p/vy el 30 % p/v (Ward, Corona, Yoo, Harrison, & Christ, 2013).

2H,0, - 2H,0 +0, (1)

Percarbonato de sodio

El SPO, es un aducto de peroxido de hidrogeno y bicarbonato de sodio (Ecuacion 2)

que se caracteriza por ser altamente soluble y descomponerse activamente en presencia de
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agua (Chandra et al., 2015). El Percarbonato de sodio se ha usado como suministro de
oxigeno para subsanar las bacterias del suelo debido a que aumenta la viabilidad celular por
la liberacion de oxigeno en concentraciones del 4,4% p/v. (Vesper, Murdoch, Hayes, &
Davis-Hoover, 1994) Asimismo, se ha usado como agente de limpieza dental debido a sus
propiedades antimicrobiana, ya que el perdxido de hidrogeno liberado es capaz destruir los
microbios, pero su principal uso es en la curacion de heridas ya que, gracias al oxigeno que
libera, ha demostrado disminuir la apoptosis celular y retrasar el inicio de la necrosis

(Harrison, Eberli, Lee, Atala, & Yoo, 2007).

Z(Naz C03 " 15H202) - 2Na2 C03 + H202 (2)

Peroxido de magnesio

El MPO, es un compuesto inorgdnico, que permite formar y liberar oxigeno en
contacto con el agua (Ecuacion 3), usado normalmente en concentraciones entre el 5% p/v'y
el 10% p/v (Camci-Unal, Alemdar, Annabi, & Khademhosseini, 2013). Este peroxido posee
una baja solubilidad, lo que hace que su velocidad de reaccion sea lenta (Borden, Goin, &

Kao, 1997)

MgO, + 2H, - Mg(OH), | + H,0, 3)

2.2.3. Peroxido de Calcio

El CPO, es un tipo de perdxido metalico alcalinotérreo que mejora la viabilidad
bacteriana y celular. Contiene un porcentaje de peso de oxigeno entre 13,3% p/v - 17,8 %
p/v, que se libera sobre una fraccion de tiempo prolongada al entrar en contacto con el agua

(Ecuacion 4) (Lu, Jiang, Chen, Feng, & Kang, 2019). Este peroxido es uno de los compuestos
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quimicos liberadores de O> mas versatiles y seguros, ya que lo hace de manera sostenida y
controlada (Goi, Viisimaa, Trapido, & Munter, 2011). Se ha determinado que el CPO puede
liberar un maximo de 0,47 g de H>O» por cada gramo de CPO (Ecuacion 5) (Northup &
Cassidy, 2008), cabe recalcar, que el oxigeno obtenido por medio de esta reaccion es
mediante la descomposicion del perdxido de hidrogeno (Ecuacion 1) obtenido por la reaccion

de la ecuacion 5. Dentro de las propiedades del peroxido de calcio, se encuentran:

1
2

Ca0, + H,0 - Ca(OH), L +2H,0 (5)

Estabilidad térmica e insolubilidad del CPO

Se ha demostrado que la estructura tedrica del CPO es termodinamicamente estable
al descomponerse en 6xido de calcio (CaO) y Oz (Royal Society of Chemistry (Great Britain).
El peroxido de calcio, al permanecer en una temperatura entre 175 °C — 300 °C a presion
atmosférica no libera ningiin oxigeno activo, su proceso de descomposicion intensiva
comienza al superar los 375 °C. Su descomposicion final en CaO y O; sucede cuando se
encuentra en temperaturas ubicadas en los 400 °C — 425 °C, es por lo que el CPO en estado
solido es perdurable en el tiempo, permitiendo su almacenamiento. A comparacion del H20O:
en estado liquido, ya que, debido a sus propiedades fisicas, presenta una liberacion de
oxigeno casi inmediata (Odencrantz, Johnson, & Koenigsberg, 1996).
Cinética de la liberacion de oxigeno del CPO

El CPO posee la capacidad de liberar oxigeno prolongadamente gracias a sus
propiedades fisicas y quimicas, este presenta un potencial de liberacion de 0,2222 g 02/ g

CPO basandonos en la estequiometria de la ecuacion 4 (White, Irvine, & Woolard, 1998).
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Ademas, el CPO su tasa de liberacion de oxigeno es lo suficientemente baja para ser usada
sin presentar eventos adversos que va directamente relacionada a la concentracion que se esté
trabajando evidenciado en la Figura 2, identificando que a mayor concentraciéon de CPO,
presenta una mayor liberacion de peroxido de hidrogeno, ya que dicha liberacion es limitada
para que estos eventos, no sucedan pero a su vez sea suficiente para actuar en las células o
microorganismos, cabe resaltar que el CPO es seguro de usar en organismos vivos ya que el
calcio es esencial para el metabolismo (Wolanov, Prikhodchenko, Medvedev, Pedahzur, &
Lev, 2013).
Figura 2

Produccion de H>O: por medio de la reaccion de CPO+H>0
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Tomado de: Wang et al., 2016.

2.3. Sistemas de encapsulacion para materiales generadores de oxigeno

2.3.1. Andamios

Los andamios (también llamados scaffolds) son aquellas interconexiones de matrices

extracelulares temporales y/o artificiales que apoyan la formacion tridimensional de un
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tejido, que pueden ser creados a partir de materiales sintéticos o naturales (O’Brien, F. J.
2011). Segin Ma, P. X. (2004) se deben cumplir ciertos pardmetros basicos para la formacion

de estos andamios, tales como:

- Altaporosidad y un tamafo de poro adecuado segun la necesidad, ya que no todas las
estructuras reaccionan de la misma manera segiin donde estén inmersas;

- Se necesita un area superficial adecuada;

- Deben tener una tasa de biodegradabilidad adecuada segun el tipo de tejido que estara
en contacto, ya que la tasa de formacion de este debe ser similar a la tasa de
degradacion del andamio;

- Las propiedades mecanicas deben ser similares a las propiedades mecanicas del tejido
que esta mimetizando;

- El andamio no debe ser toxico, ya que debe actuar positivamente con las células en
las que estard en contacto para promover la adhesion celular, el crecimiento, la

migracion y la diferenciacion de estas. (pag.2)

2.3.2. Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales utilizados en aplicaciones de ingenieria de tejidos, y
sus caracteristicas incluyen: biocompatibilidad, baja rigidez y elasticidad, alto contenido de
agua, superficie hidrofilica capaz de disminuir la adhesion de proteinas y células en la
superficie. Ademas, tiene una estructura altamente porosa que se puede ajustar controlando

la densidad de reticulacion, variando asi también sus propiedades mecanicas (Ahmed, 2015).

Un hidrogel puede definirse como un sistema coloidal compuesto por uno o mas

polimeros hidréfilos cuyas cadenas se cruzan por enlaces fisicos o quimicos para formar una
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red tridimensional. Su caracteristica principal es la capacidad de capturar fluidos acuosos del
ambiente circundante y llevarlos al equilibrio (Kashyap, Kumar, & Kumar, M. N. V. Ravi,
2005), esta capacidad de hincharse les permite hidratarse en presencia de agua. La hidrofilia
se debe a la presencia de grupos funcionales polares en su estructura, tales como -OH, -
COOH, -CONH,, -CONH-, -SO3H, que se unen a las moléculas de H>O. En un entorno
acuoso, los grupos hidrofilicos se hidratan sin disolver el hidrogel gracias a la reticulacion

entre cadenas de polimeros (Lin & Metters, 2006).

2.3.3. Hidrogeles de alginato

El alginato es un biopolimero polisacarido abstraido de las algas marinas marrones,
que consta de dos unidades monoméricas: el acido B-D28 manuronato (M) y a-L-guluronato
(G) (Kaygusuz & Erim, 2013). La composicion del alginato (relacion M / G) y la secuencia
de residuos M y G es importante para las propiedades mecanicas y estabilidad de los
hidrogeles de alginato (Figura 3). Se ha demostrado que un alto contenido de G da como
resultado hidrogeles rigidos, en comparacion con los alginatos con un contenido de G mas
bajo (Kaygusuz & Erim, 2013). Ademas, se ha descubierto que el aumento en la cantidad y
en la longitud de los bloques MG aumenta tanto la resistencia mecanica (Kaygusuz, Uysal,
Adimcilar, & Erim, 2015) y como su estabilidad (Yang et al., 2013). Este compuesto es
sensible a variaciones causadas por el pH, ya que cuando se encuentra en condiciones acidas

su tamafio de poro disminuye al igual que su tamafo (Wee & Gombotz, 1998).
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Figura 3
Estructura quimica del alginato
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Tomado de Tennesen & Karlsen, 2002.
Nota: Estructura quimica del alginato, en sus componentes: Acido p-D28 manuronato (M) y a-L-guluronato

(G).

Reticulacion ionica del alginato

El alginato es un polimero no toxico que se convierte en gel al reaccionar con cationes
divalentes, mediante la gelificacién con iones de calcio o bario, ya que estos cationes se unen
al glucuronato formando bloques y finalmente la gelificacion. (Figura 4) (Cho et al., 2009).
El cloruro de calcio es uno de los agentes reticulantes mas usados para la gelificacion del
alginato, debido a que permite una reticulacion instantinea (Lee & Mooney, 2012). Sin
embargo, los reticulantes de cationes trivalentes, como el cloruro de hierro (FeCls) presentan

alta eficiencia en cuanto a la liberacion de oxigeno (Lee et al., 2014).
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Figura 4

Reticulacion ionica del alginato por medio de iones de Ca2+

Tomado de Teonnesen & Karlsen, 2002.

Solubilidad y peso molecular del alginato

El alginato posee un peso molecular comercial oscilante entre los 32.000 g/mL y
400.000 g/mL (Rinaudo, 1992). Su pH es indirectamente proporcional a la viscosidad de la
solucion de alginato, ya que a medida que el pH disminuye, la viscosidad aumenta, y alcanza
el maximo en un pH entre 3 - 3,5 puesto que los grupos carboxilato del alginato se convierten
en protones y forman enlaces con el oxigeno. Por este motivo, al aumentar el peso molecular
del alginato se aumenta la viscosidad y la rigidez del mismo, aumentando asi las fuerzas de
cizallamiento y de esta manera se pueden modificar las propiedades mecanicas dependiendo

de la necesidad de aplicacion (Kong, Lee, & Mooney, 2002).
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2.4. Propiedades mecanicas

El mddulo de Young o moédulo de elasticidad de un material, en este caso las perlas de
alginato, varia seguin la concentracion de estas y el reticulante utilizado (Kaygusuz, Evinglir,
Pekcan, von Klitzing, & Erim, 2016). Para determinar dicho mddulo y obtener los datos de
fuerza (F) versus desplazamiento (H), se deben realizar pruebas de compresion utilizando la
teoria de Hertz (Ecuacion 6) (Heinrich & ,1985) la cual explica la mecénica de contacto sin

friccion de una particula esférica entre dos superficies rigidas planas, donde:

Pty ©)

3 1-v2

(F) es la fuerza, (H) el desplazamiento, (R) el radio de la perla, (E) hace referencia al modulo de

Young y (v) el radio de Poissons.
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Capitulo 3. Estado del Arte

En la medicina regenerativa existen tecnologias que solventan el suministro de
oxigeno en los tejidos, como es el caso de la terapia de oxigeno hiperbarico (TOHB). Esta
modalidad es aplicada en el tratamiento de heridas agudas, crénicas y/o complicaciones por
infeccion (Johnson & Cooper, 2019). Consiste principalmente en la administracion de
oxigeno al 100%, mediante una cdmara hiperbarica presurizada, a una presion minima de 1,4
ATA (atmosfera absoluta) (Lam, Fontaine, Ross, & Chiu, 2017) y maxima aproximadamente
de 2,5 ATA, en aplicaciones clinicas (Perez-Vidal, Gracia, Carmona, Alorda, & Salinas,
2017). Actualmente la aplicacion de oxigeno hiperbarico se emplea en la sensibilidad a la
recepcion de farmacos (Liu et al., 2020), ulceras (Vinkel, Holm, Jakobsen, & Hyldegaard,
2020), heridas cutdneas (Paprocki, Pawlowska, Sutkowy, Piechocki, & Wozniak, 2020),
heridas cronicas (Baiula et al., 2020), neurocognitivas (Hadanny et al., 2020) lesion tisular
(Generaal et al., 2020) e isquemia nasal grave que demostrd que su proceso de recuperacion
es superior a cuarenta dias (Kohlert, McLean, Scarvelis, & Thompson, 2019). Se ha
demostrado que la aplicacion de la TOHB promueve la angiogénesis, la regeneracion
muscular (Yamamoto et al., 2020), la osteogénesis temprana y la curacion de tejidos blandos
(Liao, Meng-Jun Wu, Yan-Dong Mu, Li, & Go, 2018). Sin embargo, esta terapia no puede
ser utilizada en pacientes que presenten condiciones graves de salud, ya que no existen
camaras hiperbaricas para necesidades especificas como la isquemia distal digital, y en altas
concentraciones de oxigeno, puede provocar efectos secundarios como inflamacion y lesion

del tejido (Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik, 2014).

Asimismo, se fabrican alternativas invasivas elaborando sustitutos de transporte de

oxigeno, mediante una transfusion de productos a base de hematies (principal célula
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encargada del transporte del oxigeno), presentando ventajas asociadas tales como la ausencia
de antigenos que puedan causar una respuesta inmunitaria, alta similitud en cuanto al
funcionamiento de la composicion de la hemoglobina (Zhang, Wei, & Ma, 2019) y la
posibilidad de ser almacenados por un periodo superior a 42 dias (Jansman & Hosta-Rigau,
2018). Las principales categorias de sustitutos de la sangre que transportan oxigeno son los
portadores de oxigeno a base de perfluorocarbono (PFC) los cuales lo disuelven facilmente
en condiciones acuosas. Estos portadores han sido implementados en hidrogeles para
aplicaciones de ingenieria de tejidos (Fathollahipour, Patil, & Leipzig, 2018) demostrando
que aumentan la tasa de viabilidad y diferenciacion celular (Goh, Gross, Simpson, &
Sambanis, 2010). Pese a que los PFC parecen ser una opcion factible para el uso clinico, se
han asociado eventos adversos tales como vasoconstriccion, fiebre y disminucién temporal
de plaquetas, ya que los metabolitos resultantes se excretan lentamente y permanecen durante
meses en el cuerpo, luego de su administracion. Adicionalmente, existen problemas con la
fabricacion y desarrollo, que los han llevado a dejar de fabricarse en su mayoria. Es por ello,
que debido a la falta de evidencia clinica y al cronograma para la aprobacion de la FDA (Food
and Drug Administration, por sus siglas en inglés), es poco probable que los PFC sean un

sustituto variable de la sangre en un futuro cercano (Khan, Singh, & Friedman, 2020).

Asimismo, existen los portadores de oxigeno a base de hemoglobina (HBOC); siendo
humana o bovina la fuente de las células hematopoyéticas, de las cuales se entrega y almacena
el oxigeno (Rudrashish Haldar, Devendra Gupta, Shweta Chitranshi, Manish Kumar Singh,
& Sumit Sachan, 2019). Los HBOC funcionan de una manera similar a la hemoglobina en
los globulos rojos, ya que, al ser sometidos a cambios quimicos, permiten unir y liberar O»

selectivamente. Los eritrocitos al ser sometidos a altas presiones, son propensos a que se les
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adhiera el oxigeno; no obstante, cuando se disminuye la presion, este se libera (Simons et al.,
2018). Estas alteraciones, mediante la union de moléculas grandes como el polietilenglicol y
los grupos lisina de superficie, dan lugar a la modificacion de esta, aumentando la viscosidad
y la presion oncética de la solucion. Gracias a las reducidas dimensiones de las moléculas de
hemoglobina, estas pueden transitar a través de pequefios vasos y oxigenar areas que no
pueden ser alcanzadas por los globulos rojos. Por lo tanto, son utiles en efectos vasopresores
y se pueden utilizar para tratar la hipotension después del shock séptico (Rudrashish Haldar
et al., 2019). No obstante, al ser una alternativa invasiva, los procedimientos y técnicas
implementadas han traido efectos negativos como la vasoconstriccion y la hipertension,
catalogandolos de alto riesgo (Alayash, 2019) y descartandolos como alternativa profilactica

para la prevencion de isquemia distal digital.

Se ha demostrado que la liberacion de oxigeno puede ser benéfica para evitar la isquemia de
los tejidos. Existen mecanismos de liberacion de oxigeno que se han utilizado de manera
topica, tales como los apdsitos bioactivos, que se caracterizan por mejorar el ambiente
hipdxico. Entre este tipo de apositos, se encuentran los hidrogeles de quitosano, los cuales
demostraron que aumentan la tasa de contraccion en las heridas, con un alto indice de
angiogénesis, proliferacion celular y produccion de colageno (Cconislla Bello et al., 2016).
Asi mismo, los hidrogeles porosos de alginato permiten el transporte de oxigeno, actuando
como barrera entre el gas (contenido en microburbujas) y el medio acuoso. Pese a que el
apodsito no presenta citotoxicidad y promueve la cicatrizacion, y a pesar de todas las posibles
aplicaciones médicas que pueden llegar a tener las micro perlas, se demostré que hubo

informes sobre lesiones en tejidos y el sistema vascular (Esmaeili et al.,2020).
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Los hidrogeles inyectables, son un método minimamente invasivo utilizado como una
alternativa prometedora para administrar oxigeno en areas especificas. Se probod en tejido
infartado un sistema de microesferas liberadoras de oxigeno, capaz de suministrarlo de forma
sostenida en las células cardiacas y aumentar su supervivencia (Fan et al., 2018). Sin
embargo, la utilizacion de este método posee algunas limitaciones que restringen su uso, ya
que el transporte del agente terapéutico no se puede transportar con precision al sitio de

destino y se prolonga su retencion localmente (Wang & Tang, 2018).

El alginato ha demostrado un enorme potencial para aplicaciones biomédicas,
especificamente en la cicatrizacion de heridas y administracion de farmacos (Lee at, 2012).
Se ha evidenciado que es posible implantarlo de forma segura en islotes pancreaticos para el
tratamiento de diabetes tipo I (Soon-Shiong et al., 1994) y trasplante de condrocitos (Kim, J.
W., & Oh, M. M. 2013) (Kershen, Fefer, & Atala, 2000) demostrando tener un gran potencial
para la encapsulacion (Gattas-Asfura, K. M., Fraker, C. A., & Stabler, C. L. 2012) siendo un
material natural biocompatible, que adicionalmente cuenta con condiciones de gelificacion
suave y es receptivo a las modificaciones simples para preparar alginato derivado con nuevas
propiedades (Lee at, 2012). Esta ultima, probada en la implementacion del alginato
quimicamente modificado, utilizado como vehiculo para promover la regeneracion
periodontal (Sculean et al., 2001). También, gracias a la elaboracion de andamios
tridimensionales de alginato, se encontr6 un método adecuado para mejorar la condicion
isquémica, y observar la eficacia de este; concluyendo que los hidrogeles de alginato pueden
considerarse como un nuevo enfoque, para la angiogénesis terapéutica en condiciones
isquémicas (Amani et al., 2019). Otro mecanismo, son los hidrocoloides, disefiados por

medio de microparticulas de gelatina de abadejo de Alaska, modificada mediante
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hidrocortisona (una clase de corticosteroides antiinflamatoria) que demostraron mejorar la
fuerza de adhesion de los tejidos, bajo condiciones humedas a través de la interaccion
hidrofébica, estas suprimieron efectivamente la secrecion de citoquinas inflamatorias
(Nishiguchi & Taguchi, 2020). En otro estudio se elabord un guante de apdsito biosintético,
que funciona como sustituto cutaneo el cual demostré que facilita la recuperacion de la
funcion estructural y biologica del tejido (Bairagi et al., 2019). De estos estudios, se puede
resaltar que los apoésitos son funcionales para heridas abiertas, pero presentan limitantes en

la prevencion de necrosis.

La administraciéon de oxigeno también se ha suplido mediante la elaboracién de
biomateriales que liberan oxigeno in situ, compuestos de una reaccion quimica entre un metal
y un grupo O, entre los cuales se encuentran: H,O,, SPO, CPO y MPO (Ma, Kuzma, Bai, &
Yang, 2019). En primer lugar, se ha demostrado que la descomposicion de H>O», por medio
de una catalasa (Batra & Srinivasan, 2019) disminuye la citotoxicidad de este, liberando
oxigeno y manteniendo la viabilidad celular en ambientes hipoxicos; este peroxido fue
encapsulado mediante PLGA y alginato, y se realizaron pruebas de viabilidad celular
identificando que el oxigeno liberado mantiene la mantiene, produciendo una mayor
vascularizacion de apoyo (Abdi, Ng, & Lim, 2011). Por medio de la elaboracion de un
hidrogel de alginato, se demostr6é que la liberacion de oxigeno de estos se puede controlar
con precision. Ademads, se probd que mejora la cicatrizacion de heridas (Kang, Park, & Park,
2019).

Asimismo, se han utilizado el SPO y el CPO para mejorar la oxigenacion mediante
un aposito topico, encapsulado en PVA (acetato de polivinilo) y PCL (policaprolactona), que

generan oxigeno y lo liberan al entrar en contacto con el agua. Este ap6sito esta compuesto

31



por 4 capas, con funciones especificas: L1 la mas interna, L2 la cual genera oxigeno, L3
brinda estabilidad mecénica, y finalmente L4 que permite una baja permeabilidad del oxigeno
hacia el ambiente. Este ap6sito se probo in vivo en porcinos y suministrd oxigeno durante un
periodo de 3 a 4 dias, ademas, demostr6 una re-epitelizacion mas rapida del 10% - 12% con
respecto a aquellos animales que no tenian el aposito (Chandra et al., 2015). También, el SPO
se ha encapsulado usando peliculas de PLGA, demostrando una liberacion continua de
oxigeno durante 24 horas, evidenciando que aumento la viabilidad celular, ya que disminuye
la tasa de apoptosis generada por hipoxia (Steg et al., 2015). En otra aplicacion, se demostrd
que este peroxido puede inyectarse directamente en el tejido blando, y que proporciona un
tratamiento sin precedentes en el entorno de trauma agudo. Concluyendo, el SPO es un
material biocompatible generador de oxigeno en ambientes acuosos, capaz de soportar
parcialmente la homeostasis bajo hipoxia e isquemia, que se caracteriza por descomponerse
activamente y ser altamente soluble al igual que el H>O, (Ward et al., 2013).

Otra alternativa para reducir la necrosis inducida por hipoxia, son los hidrogeles
fotoenlazables generadores de oxigeno, realizados con CPO a diferentes concentraciones
inmovilizados en GelMA, que sirvieron para ayudar a la supervivencia de las células
progenitoras probados en células cardiacas en condiciones hipoxicas. El CPO es considerado
como uno de los peroxidos mas seguros para la liberacion de Oz, ya que lo hace de manera
sostenida, y posee una alta pureza (60% - 80% (Cassidy & Irvine, 1999)); se demostrd que
la generacion de oxigeno basada en CPO redujo la apoptosis, ya que mejoro la viabilidad de
las células (Alemdar et al., 2017).

Asimismo se ha evaluado su potencial uso en la bioimpresion 3D, usando el alginato como

medio de encapsulacion, esto debido a que se demostrd que el CPO mejora el suministro de
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oxigeno en los tejidos, mantiene una disponibilidad del mismo y asegura una proliferacion
celular en ambientes hipoxicos reduciendo la apoptosis inducida por hipoxia, postulandolo
como un potente generador de oxigeno en aplicaciones clinicas (Lu, Jiang, Chen, Feng, &
Kang, 2019), pero dependiendo del medio de encapsulacion al que esté expuesto, sus
propiedades de liberacion se ven afectadas, ya que el tamafio de poro puede limitar su
solubilidad y su posterior liberacion de oxigeno. Desafortunadamente, esta estrategia tiene
una serie de deficiencias cuando el CPO se encuentra a concentraciones superiores a 0,5

mg/mL, en contacto directo con las células (Seyedmahmoud et al., 2019).
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Capitulo 4. Metodologia

4.1. Fabricacion de las perlas de alginato

La elaboracion de las perlas de alginato de sodio (referencia: A3249,0250, lote: 9U011877,
marca: PanReac AppliChem) se realizo por medio de la técnica de goteo, evaluando cuatro
concentraciones diferentes (0,5 % p/v, 1 % p/v, 1,5 % p/v y 2 % p/v) de alginato, en cinco
velocidades cada una (0 rpm, 400 rpm, 600 rpm, 1100 rpm y 1500 rpm). Se evaluaron el cloruro
de calcio (referencia: 131232-1210, lote:984211, marca: PANREAC) al 2,2% p/v, y cloruro de
hierro al 3,2% p/v (referencia: 15A813.1609, lote: 0001419731, marca: PanReac AppliChem),
como reticulantes.

Inicialmente, se pesoé la cantidad de alginato correspondiente a la concentracion a trabajar
y se introdujo en un tubo Eppendorf, con 1 mL de agua destilada, y se mezcl6é en un vortex a
temperatura ambiente, hasta que se homogeneizara. Seguidamente, con una micropipeta de 1000
uL se extrajo la solucion, y se dejo gotear en la solucion del reticulante, dispuesta en un vaso
precipitado, sobre un agitador magnético a la velocidad a evaluar, durante 15 minutos. Con el fin
de realizar el proceso de lavado de las perlas formadas, una vez pasados los 15 minutos, estas se
extrajeron (tamizandolas) y se agregaron en una placa de Petri con agua destilada, que se dispuso
sobre una plancha de agitacion a 50 rpm durante 5 minutos; pasados los 5 minutos, se extrajo el
agua destilada con una micropipeta y se agregd nuevamente agua destilada nuevamente, con el fin
de realizar tres veces este proceso de lavado. Finalmente, las perlas se dejaron reposar en agua
destilada. De este proceso se obtienen las muestras control. A continuacién, en la Figura 5, se

ilustra el proceso para la fabricacion de las perlas de alginato.
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Figura 5

Elaboracion de las perlas de alginato

= ? J
- 3

Fuente: propia
Nota. La connotacién 3, implica que ese proceso se realiza tres veces, ya que es el proceso de lavado de las perlas.

4.2. Inmovilizacion de CPO en perlas de alginato

Para elaborar las perlas de alginato/CPO, se eligio6 la concentracion de 1% p/v de alginato,
a 1100 rpm y se evaluaron el cloruro de calcio al 2,2% p/v y el cloruro de hierro al 3,2% p/v como
reticulantes.

Inicialmente, se peso la cantidad de alginato correspondiente a la concentracion a trabajar
y se introdujo en un tubo Eppendorf, con 1 mL de agua destilada, al cual se le agregdé CPO
(referencia: 466271-250G, lote: MKCL8634, marca: Sigma Aldrich) al 5% p/v, y se mezcld en
un vortex a temperatura ambiente, hasta que se homogeneizara. Seguidamente, con una
micropipeta de 1000 pL se extrajo la solucion, y se dejo gotear en la solucion del reticulante,
dispuesta en un vaso precipitado, sobre un agitador magnético a la velocidad especificada, durante
15 minutos. Con el fin de realizar el proceso de lavado de las perlas formadas, una vez pasados los
15 minutos, estas se extrajeron (tamizandolas) y se agregaron en una placa de Petri con etanol al

96% p/v, que se dispuso sobre una plancha de agitacion a 50 rpm durante 5 minutos; pasados los
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5 minutos, se extrajo el etanol con una micropipeta y se agregd nuevamente etanol al 96% p/v
nuevamente, con el fin de realizar tres veces este proceso de lavado. Finalmente, las perlas se
dejaron reposar en etanol al 96% p/v, con el fin de evitar la liberacion de oxigeno, producto de la

reaccion con el agua.

4.3. Evaluacion de las caracteristicas de fabricacion
Tamano, circularidad y esfericidad

Cada una de las muestras obtenidas fue fotografiada, manteniendo siempre las mismas
condiciones: resolucion de 12 megapixeles y zoom de 2 x, con el fin de procesarlas en el software
Imagel, para asi obtener los datos de area, circularidad y esfericidad de las perlas. Posteriormente
graficar dichos datos en el software Prims8 para su analisis. El tamafio de las perlas se determind

con el diametro obtenido de la relacion de este con el area, utilizando la ecuacién 7, donde:

D = ’A:L %

(D) es el diametro de la esfera, (A) es el area de esfera y (m) es la constante 3,1416.

Pruebas mecanicas

Las perlas obtenidas fueron evaluadas mecanicamente por medio de ensayos de
compresion, haciendo uso del banco de carga Electro Forcé 3230 Serie 111, utilizando un montaje
adaptado (ver Figura 6) como se indica a continuacion: En la parte superior una mordaza para
ensayo de tension sujetando un émbolo de jeringa de 1 mL, y en la parte inferior una mordaza para
ensayo de compresion, en donde reposa un recipiente de base plana que alberga la perla a analizar,
sumergida en agua destilada (para las perlas de control) o en etanol al 96% p/v (para las perlas de

alginato con CPO).
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Figura 6

Esquema del montaje para las pruebas de compresion

Fuente: Propia

Nota. En la figura se muestra el esquema del montaje a realizar en el banco de carga (1) mordaza para pruebas de
tension, (2) embolo de jeringa de 1 mL, (3) recipiente de base plana, contenida con agua destilada o etanol al 96% p/v,
(4) perla a analizar, (5) mordaza para pruebas de compresion.

Se equipd con una precarga de 0,05 N y una celda de carga de 45 N, con un desplazamiento
equivalente al 50% del diametro de la perla a evaluar medido con el céliper. A partir de la ecuacion

6, se determin6 el modulo de Young.

4.4. Estandarizacion del método de evaluacion de liberacion de oxigeno

El método de evaluacion de oxigeno mediante desplazamiento de fluido se realizd
utilizando una jeringa de 10 mL y una de 1 mL. Se pesaron 4,085 g de perlas 2 de 1% p/v de
alginato y 5% p/v de CPO, se introdujeron en la jeringa de 10 mL agregdndoles agua destilada
hasta cubrirlas. Las dos jeringas se conectaron entre si, con una llave de tres vias, como se muestra
en la Figura 7. Para calcular la cantidad de oxigeno liberado, se observa la cantidad de solucién

desplazada en la jeringa de 1 mL, este proceso se registro cada 12 h durante 120 h (cinco dias).

2 este proceso se realizd tres veces, una por cada tipo de perla (control, alginato/CPO reticuladas con CaCl, y
alginato/CPO reticuladas con FeCls)
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Figura 7

Método desplazamiento del fluido
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Fuente: Propia

Nota. Para calcular el oxigeno de la solucion, se identifica la cantidad de agua desplazada en la jeringa de 1 mL. Se
asume, que el oxigeno que se liber6 en el instante en que la perla y el agua destilada hicieron el primer contacto, fue
despreciable por el tiempo que demora unir las dos jeringas.

Se determind la cantidad de oxigeno teodrico, teniendo en cuenta las ecuaciones 1,4y 5,
calculando las moles que se tendrian que liberar (asumiendo que la eficiencia de la reaccion es del
100% y no existen pérdidas) esto debido a que 1 mol de CaO; libera 1 mol de H>O> al entrar en
contacto con el agua (primera reaccion) y que, a su vez, 2 moles de 2H>O; libera 1 mol de O»
(segunda reaccion) y al finalizar la reaccion de 2 moles de CaOz se libera 1 mol de O».

A continuacion, se calculo la cantidad de moles de peroxido de calcio presentes en 0,20425
g de CPO, para asi poder identificar cuanto es el oxigeno que tedricamente se liberaria en la
reaccion.

Se realiza una comparacion con los datos experimentales y los datos tedricos mediante la
ley de gases ideales (Ecuacion 8) para identificar el porcentaje de eficiencia de la medicion. Donde:

PV =nRT (8)
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(P) es la presion de 0,89 atm en Bucaramanga, Santander, Colombia, (V) el volumen de

Lxatm

0,001 L, (n) el nimero de moles, (R) la constante de 0,08205 —

y (T) la temperatura 293,15

°K. Teniendo en cuenta que eran estas las condiciones a las que estaba expuesto el sistema.

Con base a ello, se calcularon las moles de oxigeno liberadas tedricamente que se estan
liberando en cada una de las mediciones, dando como resultado 3,7 *10-> moles de oxigeno.
Se realiz6 la comparacion de los valores tedricos con los obtenidos de manera experimental,

usando la ecuacion 9 y el error experimental mediante la ecuacién 10.

o moles experimentales
Rendimiento% = — * 100% 9
moles tebricos

%E Error tedrico — Error experimental 100% (10)
rror = *
° Error tedrico 0

4.5. Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media aritmética + error estandar. Para el analisis
estadistico, se utilizo el andlisis de varianza de dos vias (Two-Way, ANOVA) con el método de
Tukey, con alfa = 0,05 para las perlas de alginato variando sus velocidades, siendo estas, variables
dependientes que se relacionan entre si. Para el andlisis de las perlas de alginato con CPO, se utilizd

el andlisis de varianza de una via (One-Way, ANOVA) con el método de Tukey, con alfa = 0,05.
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Capitulo S. Resultados y analisis de resultados
5.1. Resultados

5.1.1. Fabricacion de perlas de alginato

A continuacion, se presentan los resultados visibles de la fabricacion de perlas de alginato
con cloruro de calcio (Figura 8) y con cloruro de hierro (Figura 9). Como ya se habia descrito en
la metodologia, se fabricaron perlas de alginato en diferentes concentraciones (0,5 % v/p, 1 % v/p,
1,5 % v/p y 2 % v/p) debido a que en concentraciones mayores a estas, el material presenta un
porcentaje de viscosidad mayor y no permite su goteo, ademas se realiz6 una agitacion a diferentes
velocidades (400 rpm, 600 rpm, 800 rpm, 1100 rpm y 1500 rpm) tomando como muestra control
0 rpm, donde se identific6 que para cada velocidad generd una variacion en el diametro de las
perlas. Se evidencio6 que las perlas reticuladas con cloruro de hierro presentaron una pigmentacion
marrdn y variaciones en su morfologia, pues no siempre se formaron esferas; a comparacion de

las reticuladas con cloruro de calcio, que eran incoloras y mantuvieron su morfologia de esfera.
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Figura 8

Perlas de alginato reticuladas con cloruro de calcio
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Nota. Perlas de alginato reticuladas con cloruro de calcio. En la figura, se ubicaron las imagenes en el eje horizontal
las velocidades (ascendente de izquierda a derecha), y en el eje vertical por concentraciones (ascendente de arriba
abajo) de la siguiente manera: a) alginato al 0,5% p/v a 0 rpm en donde no hubo formacion de perlas, b) alginato al
0,5% p/v a 400 rpm, ¢) alginato al 0,5% p/v a 600 rpm, d) alginato al 0,5% p/v a 800 rpm, e) alginato al 0,5% p/v a
1100 rpm, f) alginato al 0,5% p/v a 1500 rpm, g) alginato al 1% p/v a 0 rpm, h) alginato al 1% p/v a 400 rpm, i)
alginato al 1% p/v a 600 rpm, j) alginato al 1% p/v a 800 rpm, k) alginato al 1% p/v a 1100 rpm, 1) alginato al 1% p/v
a 1500 rpm, m) alginato al 1,5% p/v a 0 rpm, n) alginato al 1,5% p/v a 400 rpm, i) alginato al 1,5% p/v a 600 rpm, o)
alginato al 1,5% p/v a 800 rpm, p) alginato al 1,5% p/v a 1100 rpm, q) alginato al 1,5% p/v a 1500 rpm, r) alginato al
2% p/v a 0 rpm, s) alginato al 2% p/v a 400 rpm, t) alginato al 2% p/v a 600 rpm, u) alginato al 2% p/v a 800 rpm, v)

alginato al 2% p/v a 1100 rpm, w) alginato al 2% p/v a 1500 rpm.
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Figura 9

Perlas de alginato reticuladas con cloruro de hierro
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Nota. Perlas de alginato reticuladas con cloruro de hierro. En la figura, se ubicaron las imagenes en el eje horizontal
las velocidades (ascendente de izquierda a derecha), y en el eje vertical por concentraciones (ascendente de arriba
abajo) de la siguiente manera: a) alginato al 0,5% p/v a 0 rpm, b) alginato al 0,5% p/v a 400 rpm, c¢) alginato al 0,5%
p/v a 600 rpm, d) alginato al 0,5% p/v a 800 rpm, e) alginato al 0,5% p/v a 1100 rpm, f) alginato al 0,5% p/v a 1500
rpm, g) alginato al 1% p/v a 0 rpm, h) alginato al 1% p/v a 400 rpm, i) alginato al 1% p/v a 600 rpm, j) alginato al 1%
p/v a 800 rpm, k) alginato al 1% p/v a 1100 rpm, 1) alginato al 1% p/v a 1500 rpm, m) alginato al 1,5% p/v a 0 rpm,
n) alginato al 1,5% p/v a 400 rpm, ii) alginato al 1,5% p/v a 600 rpm, o) alginato al 1,5% p/v a 800 rpm, p) alginato
al 1,5% p/v a 1100 rpm, q) alginato al 1,5% p/v a 1500 rpm, r) alginato al 2% p/v a 0 rpm, s) alginato al 2% p/v a 400
rpm, t) alginato al 2% p/v a 600 rpm, u) alginato al 2% p/v a 800 rpm, v) alginato al 2% p/v a 1100 rpm, w) alginato

al 2% p/v a 1500 rpm.
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Se evaluo la circularidad y la esfericidad de cada concentracion a seis velocidades de agitacion
diferentes para la reticulacion divalente y trivalente, calculando su promedio y desviacion estandar.
Las iméagenes capturadas bajo condiciones preestablecidas en escala de mm fueron procesadas en
el software ImagelJ, con el fin de obtener los datos, para posteriormente analizarlos
estadisticamente. Este procedimiento se realizd con el fin de seleccionar y estandarizar tanto la
velocidad, como la concentracion a la cual se forman mejor las perlas.

Una vez obtenidos los datos de esfericidad y circularidad en el software ImageJ, se elaboraron las
graficas en el software Prims8, para su posterior analisis. A continuacion, en las Figuras 10y 11,
se evidencia la circularidad y esfericidad, respectivamente, de las perlas de alginato, elaboradas
con cloruro de calcio, a velocidades de 0 rpm, 400 rpm, 600 rpm, 800 rpm, 1100 rpm y 1500 rpm.
Se demostro que la formacion de las perlas no se da a una concentracion de 0,5% p/v a 0 rpm. En
la Figura 9 se obtuvo una circularidad cercana a 1,0 en 1100 rpm aplicable para las cuatro
concentraciones, mientras que en la Figura 10, la esfericidad de las perlas presenta la menor
desviacion en velocidades de 1100 rpm. Adicionalmente, por medio de la ecuacion 7, se calculd
el diametro para cada perla, el didmetro promedio de las mismas y la desviacion para cada

concentracion evidenciado en la tabla 2.



Tabla 2

Diametros obtenidos para las perlas de alginato y CaCl;

Concentracion Velocidad Diametro promedio [mm]

[rpm]

400 2,580509 + 0,1129

600 2,388325 +0,1242

0,5% 800 2,649486 + 0,1021

1100 2,622489 +0,1102

1500 2,667243 + 0,0987

0 2,348707 + 0,0784

400 2,399322 +0,1047

1.0% 600 2,049800 + 0,0874

’ 800 2,271823 +0,0914

1100 2,338815+0,1201

1500 2,120535 + 0,0983

0 2,107158 + 0,0874

400 2,020224 +0,1246

1.5% 600 1,997437 + 0,1163

’ 800 2,208482 +0,1225

1100 2,681156 + 0,0983

1500 2,482226 +0,1142

0 2,793326 + 0,0758

400 2,810325+0,1112

2.0% 600 3,118800 + 0,0784

800 2,892156 £ 0,1854

1100 2,928984 + 0,0721

1500

2,268820+ 0,1111

44
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Figura 10

Circularidad de las perlas de alginato reticuladas con cloruro de calcio
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Nota. En la Figura se presenta una relacion entre la velocidad de agitaciéon y la concentracién de alginato. La
connotacion #, expresa que no hubo formacion de perlas.

Figura 11

Esfericidad de las perlas de alginato reticuladas con cloruro de calcio
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Nota. En la Figura se presenta una relacion entre la velocidad de agitaciéon y la concentracion de alginato. La
connotacion #, expresa que no hubo formacion de perlas.
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Seguidamente, en las graficas de circularidad (Figura 12) y esfericidad (Figura 13) de las
perlas de alginato reticuladas con cloruro de hierro, se obtuvo una circularidad cercana a 1,0 en
velocidades de agitacion en un rango de 1100 rpm y 1500 rpm; mientras que su esfericidad presenta
valores dispersos oscilando entre 0,8 y 1,0, demostrando que la velocidad de agitacion no afecta

significativamente la circularidad, pero si drasticamente la esfericidad.

Figura 12

Circularidad de las perlas de alginato reticuladas con cloruro de  hierro
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Nota. En la Figura se presenta una relacion entre la velocidad de agitacion y la concentracion de alginato.
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Figura 13

Esfericidad de las perlas de alginato reticuladas con cloruro de hierro
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Nota. En la Figura se presenta una relacion entre la velocidad de agitacion y la concentracion de alginato.

5.1.2 Fabricacion de perlas de alginato con CPO

Una vez elaboradas y analizadas las perlas de alginato en todas las velocidades y concentraciones,
reticuladas con CaCl; al 2,2% p/v y FeCls al 3,2% p/v, se eligio la velocidad de 1100 rpm y el
cloruro de calcio como reticulante, para agregarles CPO al 5% p/v debido a que a 1100 rpm se
presenta la menor desviacion en cuanto a los pardmetros de circularidad y esfericidad (cercanos a
1) en concentraciones de 0,5% p/v y 1%, p/v, ya que en concentraciones mas altas a estas, no era
posible generar goteo. A dichas perlas, se les fotografio, en escala de mm, como se muestra en la
Figura 14, con el fin de procesar las imagenes en el software ImageJ, para obtener los datos de

circularidad y esfericidad, y procesarlos en el software Prims8.
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Figura 14

Perlas de alginato con CPO

Fuente: Propia

Nota. a) perlas de alginato con CPO, al 0,5% p/v , b) perlas de alginato con CPO, al 1% p/v.

En las Figuras 15 y 16, se muestran las graficas obtenidas en el software Prims8, en donde
se demuestra que la concentracion de 1% p/v forma las perlas con una mayor circularidad y
esfericidad, ya que presenta un valor promedio de 0,94 para circularidad y 0,97 para esfericidad.
Adicionalmente se calculd el didmetro para cada perla, mediante la ecuacion 7, donde se obtuvo

un valor promedio para cada concentracion evidenciado en la tabla 3.

Tabla 3

Diametros obtenidos para las perlas de alginato con CPO y CaCl;

., Velocidad Diametro
Concentracion .
[rpm] promedio [mm]
0 +
0,5% 1100 2,4324 +£0,3145

1,0% 3,2809 + 0,4539
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Figura 15

Circularidad de las perlas de alginato con CPO
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Nota. En la Figura se presenta la relacion entre la concentracion y la circularidad de las perlas formadas a 1100 rpm.
La connotacion #, expresa que no hubo formacion de perlas.

Figura 16

Esfericidad de las perlas de alginato con CPO
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Nota. En la Figura se presenta la relacion entre la concentracion y la esfericidad de las perlas formadas a 1100 rpm.
La connotacion #, expresa que no hubo formacién de perlas.
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5.1.3. Caracterizacion mecanica

Las propiedades mecanicas y estructurales del alginato pueden controlarse variando su
concentracion y lo que este inmerso en ¢l, ya que es un agente encapsulante. A continuacion, se
evidencian los resultados de los mddulos de elasticidad obtenidos en los ensayos de compresion,
implementando el montaje de la Figura 6 y los modulos de compresion calculados a partir de estos
ensayos, en las perlas de alginato con CPO y las perlas de control de alginato.

Se obtuvieron valores de desplazamiento y fuerza del banco de carga y por medio de la
ecuacion de Hertz (ecuacion 6) se calculo el médulo de Young, donde se reemplazo r por el radio
de la esfera previamente medida con el céliper y v del radio de Poissons de 0,5 debido a que las
perlas de alginato son incompresibles (Kaygusuz, Evingiir, Pekcan, von Klitzing, & Erim, 2016).

Los resultados de los modulos de elasticidad de las perlas de alginato con CPO reticulados
en CaCly se encontraron entre 427,88 kPa y 833,73 kPa. Asimismo, los modulos de elasticidad
obtenidos de las perlas de control de alginato oscilaron entre 56,42 kPa y 113,86 kPa como se
demuestra en la Figura 17, demostrando que el médulo de elasticidad de las perlas de alginato con
CPO es mayor a seis veces, a los modulos de elasticidad de las perlas de control de alginato, lo
que implica que las perlas de alginato con CPO debido a sus enlaces internos, son mucho mas

rigidas que las perlas de alginato, por lo tanto, la variacion en sus datos es mucho mayor.
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Figura 17

Modulo de elasticidad de las perlas de alginato+CPO y las perlas de control de alginato
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Nota. En la Figura se presenta la relacion entre el modulo de elasticidad de las perlas de alginato con CPO vy las perlas
de control de alginato.
5.1.4. Liberacion de oxigeno

La evaluacion de liberacion de oxigeno representado en la Figura 18, durante un periodo
de cinco dias, en presencia de agua destilada, demostréd que en las perlas de alginato/CPO
reticuladas con cloruro de calcio disuelto en agua, el oxigeno que se libera es de 0,26 mL durante
las primeras 12 horas (dia 1), después el nivel de oxigeno va aumenta hasta 0,95 mL en las 72
horas (dia 3) y se mantiene constante hasta las 120 horas (dia 5).

En las perlas de alginato/CPO disuelta en etanol al 96% p/v, el oxigeno liberado es de 0,1
mL durante las primeras 24 horas (dia 1) el nivel de oxigeno aumenta hasta 0,6 mL en las 72 horas
(dia 3) manteniéndose constante hasta las 120 horas (dia 5).

Las perlas de alginato/CPO reticuladas con cloruro de hierro disuelto en agua, el oxigeno
liberado es de 0,6 mL durante las primeras 12 horas (dia 1) y aumenta hasta 0,76 mL en las 72
horas (dia 3) permaneciendo constante hasta las 120 horas (dia 5). Estos datos de liberacion de

oxigeno se evidencian en la tabla 4.
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Tabla 4
Tasa de liberacion de oxigeno

Tasa de liberacion
CaCl, con agua 0,0079 mL/h
CaCl, conetanol 0,005 mL/h
FeClL con agua 0,0063 mL/h

Figura 18
Evaluacion de liberacion de oxigeno en mL
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Nota. En la Figura se presenta la liberacion de oxigeno en mL de perlas de alginato con peroxido de calcio reticuladas
con cloruro de calcio y cloruro de hierro en agua destilada por cinco dias, teniendo en cuenta que control A y control

B son las perlas de alginato reticuladas con CaCl, y las perlas de alginato reticuladas con FeCl; respectivamente.

Con las valores del volumen desplazado, se calculan los valores de moles de oxigeno
experimental liberado para cada una de las mediciones (CaClz con agua , CaCl; con etanol al 96%,
FeCls con agua y sus respectivos controles que no tuvieron un valor de desplazamiento, por lo
tanto su valor es 0) y se muestran en la Figura 19, identificando que el CaCl, en H»0 presenta una

liberacion de oxigeno en moles mayor que la liberacion presentada por las perlas de alginato en
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FeCls, ya que su valor de la pendiente es menor comparado con las perlas de CaCl,, que aunque
su liberacion fue mas rapida, se mantuvo. A diferencia de la liberacion de las perlas de CaCls,,

presentaron una liberacion por mas tiempo y con un nimero de moles mayor.

Figura 19

Evaluacion de liberacion de oxigeno en moles (mol)
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Nota. En la Figura se presenta la liberacion de oxigeno en moles (mol) de perlas de alginato con peréxido de calcio
reticuladas con cloruro de calcio y cloruro de hierro en agua destilada por cinco dias, teniendo en cuenta que control
Ay control B son las perlas de alginato reticuladas con CaCl, y las perlas de alginato reticuladas con FeCl;

respectivamente.

5.2 Analisis de resultados

La necrosis distal digital periférica provocada por las altas dosis de vasopresores, sigue
afectando a las personas que sufren de sepsis; es por ello que se disefid un biomaterial liberador de

oxigeno de manera prolongada con un uso potencial en la terapia topica de isquemia distal digital.
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En el presente estudio, se fabricaron perlas de alginato en diferentes concentraciones con
dos agentes reticulantes a distintas velocidades de agitacion para asi identificar su liberacion de
oxigeno. Asimismo, se caracterizaron mecanicamente las perlas mediante ensayos de compresion.

La velocidad de agitacion se eligié evaluando la circularidad y la esfericidad de las perlas
de alginato, por el software Image J, donde se obtuvo que a una concentracion de 1% p/v y una
velocidad de 1100 rpm se obtiene el mejor rango de circularidad (Figura 10), al igual que la
esfericidad (Figura 11) comprobandose con la literatura, segiin Chan (Chan et al., 2011) ya que no
hay diferencia significativa en la formacion de las perlas en velocidades en un rango entre 800 rpm
y 1500 rpm.

Asimismo, se evalud la circularidad y la esfericidad formadas con reticulacion divalente
(CaClp) y trivalente (FeCls), evidenciando que, para una reticulacion divalente, las perlas presentan
una circularidad y esfericidad mucho mayor que en una reticulacion trivalente, ya que esta ultima
presentaba una forma similar a una gota y no a una esfera (Figuras 10, 11, 12 y 13).

Se fabricaron perlas de alginato con CPO al 5% p/v, reticuladas en cloruro de calcio en
concentraciones de 0,5% p/v y 1% p/v, debido a que en concentraciones mayores a estas, la
viscosidad de la solucion aumenta y por ende, no es posible gotearla desde la micropipeta, como
lo dice Hakan Kaygusuz (Kaygusuz, Evingiir, Pekcan, von Klitzing, & Erim, 2016) en sus estudios.

Se evidencié un aumento significativo en el médulo de elasticidad, para las perlas de

alginato con CPO comparado con las perlas de control de alginato (587,35 kPa), esto debido a

que el CPO genera una mayor resistencia a la compresion comparado con las perlas de alginato,
ya que se forman puentes de hidrogeno en los enlaces funcionales de los compuestos y hace que
se genere una mayor resistencia a la compresion (Akhavan-Kharazian & Izadi-Vasafi, 2019),

obteniendo un aumento significativo en su valor del modulo de elasticidad, comparado a lo
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demostrado por Hakan (mddulo de elasticidad de perlas de alginato, entre 100 kPa y 150 kPa)
(Kaygusuz, Evingiir, Pekcan, von Klitzing, & Erim, 2016) también, se evidencié que el modulo
de elasticidad obtenido para las perlas de alginato/CPO, es similar al modulo de elasticidad de la
piel humana (Diridollou et al., 2001) postulando a dichas perlas como un apdsito profilactico para
la isquemia distal digital, generada por vasopresores.

Por tltimo se evaluo la liberacion de oxigeno por medio del desplazamiento de fluido, en
agua destilada y en etanol al 96% en reticulacion divalente y trivalente, evidenciando que las perlas
de alginato con CPO presentan una liberaciéon mas rapida con una reticulacion trivalente (entre 0,6
y 0,8 mL de oxigeno) pero con una reticulacion divalente la liberacion de oxigeno se hace de
manera prolongada en el tiempo en agua destilada, llegando a un punto mas alto (0,96 mL de
oxigeno) comparado con la misma reticulacion divalente pero en presencia de etanol al 96% p/v,
llegando a valores entre 0,4 y 0,6 mL de oxigeno, comprobando estos datos en el estudio de Lee
(Lee et al., 2014) ya que las perlas reticuladas con el cloruro de hierro, liberan oxigeno mas rapido,
pero en menor volumen, a comparacion de las perlas reticuladas con CaCl, . Al gotear las perlas
de cloruro de calcio con el etanol no se libera el oxigeno de manera inmediata al entrar en contacto
con el agua, y se hace una liberacion mas lenta, pero no se forma una esfera, teniendo en cuenta
que todos los ensayos se realizaron en un tiempo total de 120 horas, ademas de que se escogio las
perlas de alginato con CPO reticuladas en cloruro de calcio, debido a que presentan un porcentaje
de rendimiento superior en la reaccion, demostrando mayor eficiencia comparada con las perlas
de alginato con CPO reticuladas en cloruro de hierro y las perlas de alginato con CPO y etanol,
teniendo en cuenta que el valor obtenido a nivel experimental, es inferior al valor calculado
tedricamente, por medio de la ecuacion de gases ideales (ecuacion 8), sin embargo, este oxigeno

experimental obtenido, es mayor al oxigeno presente en el ambiente. Asimismo, el error obtenido
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en los resultados, las perlas de alginato/CPO con cloruro de calcio presentd el minimo error
comparado con los otros valores, debido a que no hay un retraso en la liberacion, puesto que
reacciona directamente con el agua de forma mas sostenida en el tiempo, siendo esto otro motivo

por el cual es el adecuado para realizar la reticulacion y su comparativa en la liberacioén de oxigeno.
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Capitulo 6. Conclusiones y recomendaciones

Se desarrollaron perlas de alginato con CPO en 4 diferentes concentraciones y 5
velocidades de agitacion. En relacion con lo antes expuesto, podemos concluir que la aplicacion
de los protocolos implementados en la presente tesis nos brinda un principio para el desarrollo de
un biomaterial compuesto de alginato con perdxido de calcio que permita la liberacion controlada
de oxigeno por un periodo de tiempo mayor a tres dias. Los resultados obtenidos demostraron que
las perlas de alginato/CPO elaboradas con CaCl,, presentan una liberacion controlada y prolongada
a partir de su primer contacto con el agua durante 5 dias, siendo esta caracteristica fundamental
para ser usado como un tratamiento profilactico a futuro, para la prevencion de la isquemia distal
digital generada por vasopresores. Ademas de que, evaluando sus propiedades mecanicas, el
alginato/CPO podria adaptarse dependiendo de su concentracion y la necesidad del paciente, capaz
de ser maleable, y posee un modulo de Young elevado que soportar las variaciones de esfuerzo
(427,88 kPa'y 833,73 kPa) siendo este candidato para usarse en la bio-impresion.

Se recomienda para trabajos futuros, que las concentraciones no sean superiores al 2% p/v
de alginato con peroxido de calcio, debido que al realizar las pruebas, pudimos observar que en
concentraciones mayores al 2% p/v no era posible formar una esfera, al igual que en
concentraciones menores al 0,5% p/v.

Evidenciamos que, a mayor concentracion, las perlas presentan un mayor diametro y por
consiguiente un mayor rango de esfericidad y circularidad, debido a que hay una mayor cantidad
de alginato que se reticula; abriendo nuevos horizontes en la rama de biomateriales e ingenieria de

tejidos para suplir la necesidad de oxigeno y la encapsulacion de diferentes agentes.
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