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Resumen 

Actualmente los apósitos tipo hidrogel usados para el tratamiento de úlceras crónicas de pie 

diabético favorecen de manera limitada procesos de regeneración al ser apósitos 

bidimensionales, que sumado al potencial del PEGDA como biomaterial versátil en el campo de 

la ingeniería de tejidos, conviene desarrollar apósitos tridimensionales a base de PEGDA, lo que 

es posible mediante la bioimpresión 3D. De ahí que en esta investigación se evaluó la 

imprimibilidad de tinta de biomaterial a base de PEGDA usada en extrusión y 

fotopolimerización in-situ, con el fin de fabricar hidrogeles utilizando al Irgacure 2959 como 

fotoiniciador. Con este fin, se investigó el efecto que tiene la concentración de la solución 

precursora, además de los parámetros de bioimpresión tales como la velocidad de impresión, el 

flujo de material extruido y la altura de capa de impresión en la imprimibilidad. Sim embargo, 

pese al establecimiento de los mejores parámetros de bioimpresión: velocidad de impresión de 1 

mm/s, altura de capa de 0.1 mm y flujo de 100%, los resultados demuestran que la viscosidad de 

la tinta de biomaterial a base de PEGDA requiere ser incrementada, para lograr la deposición de 

un filamento cilíndrico con una difusión de material mínima. Adicionalmente se llegó a la 

conclusión de que la intensidad de la luz ultravioleta de la bioimpresora debe ser mayor, para 

garantizar una polimerización eficiente y homogénea. La metodología desarrollada en este 

trabajo permite establecer las pautas de la fabricación de andamios a base de PEGDA, con el 

potencial uso en el diseño de matrices que lleven al desarrollo de alternativas terapéuticas tipo 

apósito, para el tratamiento de las úlceras crónicas de pie diabético, considerando la profundidad 

y la topografía de la úlcera. 

Palabras clave: Biompresión 3D, polietilenglicol diacrilado, imprimibilidad. 
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Abstract 

Currently the hydrogel-type dressings used for the treatment of chronic diabetic foot ulcers favor 

regeneration processes in a limited way as they are two-dimensional dressings, which added to 

the potential of PEGDA as a versatile biomaterial in the field of tissue engineering, it is 

convenient to develop three-dimensional dressings to PEGDA base, which is made possible by 

3D bioprinting. Hence, in this research the printability of PEGDA-based biomaterial ink used in 

extrusion and in-situ photopolymerization was evaluated, in order to manufacture hydrogels 

using Irgacure 2959 as a photoinitiator. To this end, the effect of precursor solution 

concentration, in addition to bioprinting parameters such as print speed, extrudate flow, and print 

layer height, on printability was investigated. However, despite the establishment of the best 

bioprinting parameters: printing speed of 1 mm/s, layer height of 0.1mm and flow of 100%, the 

results show that the viscosity of the PEGDA-based biomaterial ink needs to be increased, to 

achieve deposition of a cylindrical filament with minimal material diffusion. Additionally, it was 

concluded that the intensity of the ultraviolet light from the bioprinter must be greater, to 

guarantee an efficient and homogeneous polymerization. The methodology developed in this 

work allows establishing the guidelines for the manufacture of scaffolds based on PEGDA, with 

the potential use in the design of matrices that lead to the development of dressing-type 

therapeutic alternatives for the treatment of chronic diabetic foot ulcers. considering the depth 

and topography of the ulcer. 

Keywords: 3D bioprinting, diacrylated polyethylene glycol, printability. 
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Capítulo 1.  Problema u Oportunidad 

Introducción 

Actualmente es necesario desarrollar alternativas terapéuticas más efectivas para el 

tratamiento de las úlceras crónicas del pie diabético. En lo que destaca los apósitos tipo hidrogel 

bioactivos, dado su potencial en la regeneración de tejidos, también destaca un polímero sintético 

ampliamente utilizado en el campo de ingeniería de tejidos, el polietilenglicol diacrilado 

(PEGDA), por su alto grado de biocompatibilidad y versatilidad en el control de tanto sus 

propiedades mecánicas como biológicas al funcionalizarlo con biomoléculas. Sin embargo, 

generalmente los hidrogeles son bidimensionales, con procesos de regeneración limitados al no 

considerar la profundidad ni la topografía de la herida.  

Ante esta limitante, la bioimpresión 3D se presenta como un método prometedor en la 

fabricación de apósitos personalizados. De ahí que en este estudio se desarrolló una metodología 

que permite establecer las condiciones de imprimibilidad del PEGDA para ser utilizado como 

tinta de biomaterial en la bioimpresión 3D, a través del método de extrusión y 

fotopolimerización in-situ. Metodología que consiste en la evaluación de la velocidad de 

impresión, el flujo de material extruido y la altura de capa, respecto al grosor y uniformidad del 

filamento impreso. Así como pruebas de fidelidad de forma con las cuales evaluar el rendimiento 

de la impresión según la concentración de la solución precursora de hidrogel PEGDA.  

La información aquí contenida se organiza de la siguiente manera. En el capítulo 1 se 

presenta la investigación, con el planteamiento del problema, la justificación, la pregunta 

problema, los objetivos, y las limitaciones y delimitaciones. En el capítulo 2 se abordan las 

cuestiones teóricas que sustentan el planteamiento de la investigación. Se hace un breve repaso 
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de los hidrogeles PEGDA y de los tipos de bioimpresión. También se explica la distinción entre 

biotinta y tinta de biomaterial. El capítulo concluye con los requerimientos del material de 

bioimpresión.  

En el capítulo 3 se hace una revisión de diferentes estudios que han usado al PEGDA en 

la fabricación de hidrogeles en aplicaciones de libración de fármacos, ingeniería de tejidos y 

biosensado; así mismo, de estudios que han usado al PEGDA en la bioimpresión 3D, en lo que se 

contempla la composición del hidrogel; y otros estudios con propuestas metodológicas para 

evaluar la imprimibilidad de tintas usadas en extrusión. En el capítulo 4 se presenta la 

metodología del proyecto, cuyos resultados y análisis se encuentran en el capítulo 5. Finalmente, 

las conclusiones y recomendaciones se hallan en el capítulo 6.  

Planteamiento del Problema 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad crónica, que se produce cuando el páncreas no 

produce suficiente insulina o no puede utilizar eficazmente la insulina que produce. De los tres 

tipos de diabetes, la diabetes tipo 2 es la más frecuente entre los adultos y está ligada al 

sobrepeso. Otros tipos de diabetes son la tipo 1, asociada a la genética y la diabetes gestacional, 

la cual aparece durante el embarazo, siendo menos frecuentes que la diabetes tipo 2 

(Subdirección de Enfermedades No Transmisibles, 2017). La diabetes afecta a más de 463 

millones de personas en el mundo, con una tendencia que va en aumento (IDF, 2019). En 

Colombia, más de dos millones de personas sufren de esta enfermedad con una tasa de 

mortalidad de 15,83 por cada 100.000 habitantes (Dirección de Epidemiología y Demografía, 

2019). Por su alta incidencia y alto costo, al ser una enfermedad crónica, es un problema de salud 

pública que agudiza la condición actual del sistema de salud en Colombia.  
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Las complicaciones frecuentes de la diabetes incluyen la vasculopatía y la neuropatía 

periférica, afectando principalmente los pies (Marinel & Verdu, 2018). Esto conlleva a la 

disminución en la sensibilidad por fricción, que posibilita la aparición de vesículas (ampollas) en 

los puntos de presión en los pies, así como a una falta de irrigación sanguínea periférica, que 

conduce a una necrosis tisular induciendo la aparición de úlceras, que resultan ser crónicas en la 

mayoría de los casos. La úlcera crónica de pie diabético (UCPD) tiene una alta probabilidad de 

infección, y por ende, de amputación de la extremidad, incrementando el riesgo de mortalidad 

(Prompers et al., 2007). En personas diabéticas, la prevalencia de amputación es del 14-20%, en 

donde el 85% de los casos son precedidos por úlceras; se ha determinado que la recurrencia de 

las lesiones es del 79% en los siguientes tres años a la curación de la úlcera, y la mortalidad es 

del 70% posterior a los 5 años de la pérdida del miembro inferior (Marinel & Verdu, 2018). Se 

estima que en el 2019, más de 60 millones de personas presentaron úlceras de pie diabético (IDF, 

2019), y se considera que entre el 15% y el 25% de los pacientes diabéticos las presentarán a lo 

largo de su vida (Marinel & Verdu, 2018).  

El tratamiento convencional para las úlceras de pie diabético incluye la debridación, 

acompañados de antibacterianos, descarga de la presión y coberturas tipo apósito (Kahn, 1999). 

No obstante, los tratamientos actuales solo son efectivos en cerca del 50% de los pacientes 

tratados, siendo necesario desarrollar nuevas alternativas terapéuticas para su tratamiento. Entre 

estas alternativas se destacan los apósitos tipo hidrogel bioactivos, con un gran potencial en la 

regeneración de tejidos a través de la inducción de la migración celular y la remodelación de la 

matriz extracelular (Burmeister, Roy, Becerra, Natesan, & Christy, 2017). Entre los polímeros 

sintéticos con mayor potencial en la fabricación de hidrogeles compuestos se encuentra el 

PEGDA, debido a su alto grado de biocompatibilidad, baja toxicidad, y su versatilidad no solo en 
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el control de sus propiedades mecánicas, sino también en su funcionalización con biomoléculas 

(Li, Meng, Liu, & Lee, 2015). Sin embargo, una de las principales limitaciones de los apósitos 

tipo hidrogeles, incluidos los derivados de PEGDA, es que actualmente son bidimensionales, por 

lo que queda sin cobertura parte de la superficie de heridas cavitadas, viéndose limitado el 

potencial de estos apósitos para favorecer procesos de regeneración. 

Justificación 

En la última década, diferentes tipos de metodologías se han implementado para ajustar 

los apósitos a la topografía de las úlceras, entre las que se destaca la impresión 3D, la cual 

permite la fabricación de matrices para ingeniería tisular con diversas geometrías externas y 

complejas arquitecturas internas (Wang et al., 2015), permitiendo la fabricación de apósitos 

acorde a las necesidades de profundidad y topografía de las úlceras del pie diabético de cada 

paciente. En este proceso de bioimpresión 3D, son importantes las características del material, 

como lo son: la capacidad de impresión (imprimibilidad), la biocompatibilidad, la cinética de 

degradación y subproductos, las propiedades estructurales y mecánicas, y la biomimética 

(Murphy & Atala, 2014). De estas características, las que son un reto para el PEGDA como 

material de bioimpresión 3D para aplicaciones de ingeniería de tejidos son: la imprimibilidad, la 

degradación y la biomimética.  

La imprimibilidad depende de las capacidades de la bioimpresora y de las propiedades 

del material, por tanto, fluctúa entre tecnologías de bioimpresión (Lee, Ng, & Yeong, 2019). Las 

otras dos características, en lo que refiere al PEGDA podría interferir con su aplicación en 

ingeniería de tejidos. Debido a que el PEGDA tiene una baja tasa de degradación, la 

remodelación del microambiente o la matriz extracelular no es favorecida, siendo necesario 
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incrementar su degradación; como, por ejemplo, al añadir materiales degradables vía hidrolítica 

o enzimática (Choi, Yong, Choi, & Cowie, 2019). En el caso de la biomimética, también es 

necesario modificar al material para lograr una impresión similar de los componentes celulares y 

extracelulares de un tejido u órgano, debido a que la adhesión celular no es promovida por el 

PEGDA.  

De esta manera, este proyecto tuvo como finalidad el desarrollo de una metodología que 

permite establecer las condiciones de imprimibilidad del PEGDA, para ser utilizado como tinta 

de biomaterial en la impresión 3D, a través del método de extrusión y fotopolimerización in-situ, 

lo que permitirá la construcción de estructuras a base de PEGDA personalizadas.  

Pregunta Problema 

¿Cuáles son las condiciones que permiten establecer la imprimibilidad de una tinta de 

biomaterial a base de PEGDA, para su implementación en extrusión y fotopolimerización in-

situ? 

Objetivo General 

Desarrollar una metodología que permita implementar al PEGDA como potencial tinta de 

biomaterial en bioimpresión 3D, mediante extrusión y fotopolimerización in-situ, dirigido al 

desarrollo de apósitos para úlceras crónicas de pie diabético. 

Objetivos Específicos 

1. Evaluar la velocidad de impresión, el flujo de material extruido y la altura de capa respecto al 

grosor y uniformidad del filamento impreso. 
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2. Determinar la composición idónea de la solución precursora de hidrogel PEGDA, para ser 

usada como tinta de biomaterial en la bioimpresión 3D. 

Limitaciones y Delimitaciones 

La presente investigación se enfoca en la evaluación de parámetros de bioimpresión tales 

como el flujo extruído, la altura de capa y la velocidad de impresión de BmI de PEGDA, en 

función del grosor y la uniformidad del filamento obtenido. También se evaluaron otras variables 

de interés, como el índice de imprimibilidad, la fidelidad de área y la tasa de difusión en función 

de la concentración del pre-polímero, puesto que los parámetros de bioimpresión se mantuvieron 

constantes para disminuir el número de ensayos y tiempo requerido. En estudios in vitro previos 

se evaluaron hidrogeles de PEGDA a una concentración de hasta 30% p/v, por lo que en este 

estudio no se sobrepasó este valor. El conjunto de pruebas realizadas hace parte de una 

metodología que permite establecer por primera vez las condiciones de imprimibilidad del 

PEGDA puro como BmI en extrusión 3D. 

Todas las pruebas realizadas se limitaron a un peso molecular fijo del polímero, debido a 

su disponibilidad limitada y alto costo en el mercado. Asimismo, las pruebas se centraron en la 

bioimpresora Dr. INVIVO 4D (Rokit Healthcare, INC). Esta bioimpresora cuenta con 

únicamente módulos de bioimpresión tipo extrusión, también dispone de reticulación in-situ, de 

ahí que la investigación se enfocó en la extrusión, así como en la reticulación in-situ dado un 

material foto-polimerizable como el PEGDA. 
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Capítulo 2. Marco Teórico 

Hidrogeles de PEDGA: Características del PEDGA y Polimerización 

Los hidrogeles de PEGDA son redes poliméricas reticuladas químicamente, a través de 

enlaces covalentes, entre sus grupos acrilo mediante fotopolimerización (Choi et al., 2019). 

Proceso que generalmente se lleva a cabo a temperatura ambiente. El PEGDA es obtenido a 

partir del polietilenglicol (PEG), un polímero sintético, hidrofílico, soluble en agua, 

biocompatible e inerte, el cual es sometido a una reacción de sustitución en donde sus grupos 

hidroxilo son sustituidos por grupos acrilato (H2C=CH–C(=O)–) ubicados en cada uno de sus 

extremos (Choi et al., 2019). Estos grupos acrilos proporcionan enlaces dobles (C = C) que 

pueden sufrir reacciones de adición, con el fin de reticular el PEGDA y formar hidrogeles 

(Figura 1), dichas reacciones son desencadenadas en la mayoría de los casos a través de la 

fotopolimerización. 

Brevemente, una solución precursora con el monómero del PEGDA es expuesta a una 

fuente de luz UV, en presencia de un fotoiniciador (que son compuestos fotosensibles), lo cual 

lleva a la formación de radicales libres que reaccionan con los enlaces vinilo presentes en el pre-

polímero, permitiendo la reticulación química entre las cadenas por medio de enlaces covalentes 

(Choi et al., 2019). En la parte superior de la Figura 1 se esquematiza de manera genérica la 

polimerización por radicales libres de dos cadenas con grupos acrilato, que son monómeros del 

pre-polímero. La adición de fotoiniciador y la exposición a radiación ultravioleta (UV) o visible 

(Vis) hace que los fotoiniciadores se escindan al absorber fotones, lo que conlleva a la formación 

de radicales libres, los cuales reaccionan con los enlaces vinilo presentes en el pre-polímero, 

generando sitios activos para la formación de enlaces covalentes entre los monómeros del pre-
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polímero. La adición de un monómero a la vez al polímero en crecimiento es lo que se conoce 

como el mecanismo de crecimiento de cadena. En la parte inferior de la Figura 1 se representa la 

síntesis de PEGDA a partir de PEG: primero se obtiene el pre-polímero de PEGDA, para luego 

fotopolimerizarlo por radicales libres y originar la red polimérica de PEGDA. 

Figura 1  

Fotopolimerización de PEGDA 

 

Nota. RT: condiciones estándar. Adaptado de “Recent advances in photo-crosslinkable hydrogels 

for biomedical applications” (p. 43), por Choi et al., 2019, BioTechniques, 66(1). 

Al igual que otros tipos de hidrogeles, aquellos que son basados en PEGDA se 

caracterizan por su alta capacidad de absorción de agua, favorable para el ambiente celular. Sin 

embargo, dado que estos tipos de hidrogeles son inertes, en aplicaciones de cultivo celular 3D es 

necesario potenciar la adherencia celular del PEGDA. Como, por ejemplo, al combinarlo con 

otro biomaterial que posea propiedades de adhesión celular favorables, como ácido hialurónico 

(HA), Gelatina metacrilada (GelMA), colágeno o polianilina (Choi et al., 2019). 
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Bioimpresión: Tipos de Bioimpresión 

Desde una perspectiva de ingeniería de tejidos y medicina regenerativa, la biofabricación 

y sus dos estrategias complementarias, bioensamblaje y bioimpresión, permiten el diseño de 

componentes anatómicos de interés. La biofabricación tiene como finalidad obtener de manera 

automatizada productos biológicamente funcionales con una organización estructural, en la cual 

se puede hacer uso de la bioimpresión o el bioensamblaje, seguidos de procesos de maduración 

de tejidos (Groll et al., 2016). Por su parte, la bioimpresión describe el modelado y ensamblaje 

de materiales vivos y no vivos con una organización prediseñada 2D o 3D por medio de procesos 

de transferencia asistidos por computadora (Moroni et al., 2018).  

Las diferentes tecnologías enmarcadas en bioimpresión se pueden clasificar en tres 

categorías: inyección de material, extrusión de material y fotopolimerización en tina (Lee, Sing, 

Zhou, & Yeong, 2018). En la primera categoría, gotas de material con o sin células se forman, se 

depositan y su desplazamiento es guiado hacia una posición espacial determinada. En cambio, en 

la categoría de extrusión de material, el biomaterial es extruido en forma de filamento a partir de 

una boquilla para producir estructuras definidas. Según el mecanismo de extrusión, las diferentes 

tecnologías se pueden clasificar en extrusión mecánica, extrusión neumática y extrusión de 

tornillo rotativo. Por otra parte, la fotopolimerización en tina consiste en que una suspensión de 

hidrogel de polímero fotosensible contenido en una cubeta es polimerizado o curado de manera 

selectiva para la formación de estructuras 3D (Lee et al., 2018). En este caso, si el curado se da a 

través de un láser se denomina estereolitografía (SLA); o por un dispositivo digital de 

microespejo, procesamiento de luz digital (DLP); o por dos láseres de femtosegundo, 

polimerización de dos fotones (2PP). 
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Parámetros de Biompresión en Extrusión 3D 

Cada tecnología de bioimpresión tiene un conjunto de parámetros de bioimpresión que 

requieren ser optimizados para mejorar la imprimibilidad de una formulación dada. Por 

parámetros de bioimpresión se entiende aquellas configuraciones de la bioimpresora (entradas 

firmware) con las cuales se producen estructuras correctamente bioimpresas, para ello, solo un 

rango de valores específicos es adecuado, el cual depende principalmente de la composición del 

hidrogel (Mancha Sánchez et al., 2020). En este caso, se ahondarán en los parámetros de 

bioimpresión esenciales en la extrusión 3D.  

La forma de la estructura impresa depende de la resolución en las dimensiones x-, y-, y z, 

y esta es influenciada a su vez de ciertos parámetros de bioimpresión y de las propiedades de la 

tinta (Lee et al., 2019). Los parámetros que principalmente influyen en la resolución de 

impresión son: La altura de ruta, que se recomienda sea aproximadamente el 75% del diámetro 

de la boquilla; el ancho de ruta; y el diámetro interno de la boquilla o aguja. Estos parámetros 

determinan la altura de cada capa impresa, no obstante, al incrementar el número de capas 

aumenta la probabilidad de desviación de la altura predefinida, menor fidelidad de la estructura 

respecto del diseño asistido por ordenador (CAD). Entre los tres parámetros, el diámetro de la 

boquilla es el más significativo en la resolución de impresión, obteniéndose una mayor 

resolución con una boquilla de menor diámetro, pero se inducirá un mayor esfuerzo de corte a las 

células viables presentes en la biotinta (Ng, Lee, Yeong, & Win Naing, 2017). 

Adicionalmente, al trabajar con tintas fotopolimerizables, se debe considerar el tiempo y 

la intensidad de exposición a radiación UV. Un aumento en el tiempo de exposición conlleva a 

un incremento en el módulo de Young (Yang, Yu, Liang, Wang, & Liu, 2015). No obstante, el 

fin de la reticulación covalente está enmarcado por un módulo de Young invariable, aun cuando 
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se prolongue el tiempo de exposición y/o la concentración del fotoiniciador (Yang et al., 2015). 

La intensidad de radiación UV favorece un tiempo de curado más rápido, siendo necesario 

establecer el rango bajo el cual el hidrogel se reticula por completo con un tiempo de curado 

aceptable, puesto que la integridad celular podría estar comprometida con una mayor intensidad 

de radiación.  

Existen tres estrategias para la reticulación de tintas fotopolimerizables, según el 

momento en el que ocurre la exposición se denomina pre-reticulación, post-reticulación o 

reticulación in-situ, cuya exposición a la radiación ocurre antes, después o durante la extrusión, 

respectivamente. Ouyang et al. encontraron mejores resultados para el enfoque in-situ, en cuanto 

a resolución de impresión, estructura cilíndrica bien definida del filamento y citocompatibilidad 

(Ouyang, Highley, Sun, & Burdick, 2017). En esta investigación también determinaron la 

influencia de la velocidad a la que el filamento es extruido (velocidad de la tinta en el capilar, 

vink) y la velocidad del movimiento de la boquilla durante la impresión (vnoz), encontrando que 

tales velocidades debían coincidir para obtener la mayor fidelidad en el filamento impreso, de lo 

contrario los filamentos eran más largos o cortos que el diseñado, como se observa en la Figura 

2. Al coincidir estas velocidades, el diámetro del filamento impreso también coincidirá en mayor 

medida con el diámetro interno de la boquilla, de lo contrario, disminuye o incrementa según el 

filamento se hace más largo o corto (Zhang, Cristescu, Chrisey, & Narayan, 2020). Es deseable 

que el filamento sea lo más delgado posible; para algunos autores, inclusive de menor diámetro 

que el de la boquilla, ya que garantiza menor dispersión del material (Gillispie et al., 2020). 

Los nombres de las velocidades pueden variar entre los autores, para Zhang et al. vink  y 

vnoz se corresponden con la velocidad de la tinta a lo largo de la aguja (Vz (nozzle)) y la velocidad 

del filamento impreso (Vnozzle(xy)) que refiere al movimiento de la aguja en el plano XY (Zhang et 
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al., 2020). Para el caso de la bioimpresora Dr. INVIVO 4D (Rokit Healthcare, INC), únicamente 

vnoz. hace parte de los parámetros de bioimpresión del programa de corte. El movimiento en el 

plano XY es realizado por la cama, de tal manera que es posible diferenciar la velocidad del 

movimiento según se esté extruyendo filamento o no, lo que se identifica con velocidad de 

impresión (Print Speed) y velocidad de desplazamiento (Travel Speed). 

Figura 2 Efecto de la relación entre la velocidad de extrusión de la tinta y la velocidad del 

movimiento de la boquilla 

 

Nota: Esquemático de la deposición del filamento bajo reticulación in-situ e imágenes del 

filamento impreso con diferentes configuraciones de velocidad de la tinta (vink) en el capilar 

fotopermeable y la velocidad del movimiento de la boquilla (vnoz) basadas en un modelo de 

cuatro líneas. Adaptado de “A generalizable strategy for the 3D bioprinting of hydrogels from 

nonviscous photo-crosslinkable inks” (p. 1604983) por Ouyang et al., 2017, Advanced Materials, 

29(8). 
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Otro parámetro de impresión importante es la altura inicial de la aguja, la posición ‘cero’ 

por encima de la cama o sustrato. Para Paxton et al. esta posición se definió como 2/3 del 

diámetro interno de la aguja, valor que se optimizó según la obtención de fibras redondas, 

uniformes y bien adheridas (Paxton et al., 2017). Una altura inicial superior al valor óptimo 

genera mala adherencia o inconsistencia, y valores inferiores, fibras aplanadas y aplastadas.  

Biotintas: Definición y su Distinción de Tinta de Biomaterial 

Por biotinta se entiende la formulación de biomaterial con células, pudiendo contener 

moléculas de señalización y biomateriales, que puede ser procesados por una tecnología de 

biofabricación automatizada (Groll et al., 2019). El elemento principal de una biotinta son las 

células, por lo que las formulaciones carentes de ellas o con una siembra posterior al proceso de 

fabricación se denominan BmI (del inglés Biomaterial Ink).  

Requerimientos del Material de Bioimpresión 

De las biotintas y de las BmI, son relevantes las siguientes cinco propiedades: (1) la 

imprimibilidad, (2) la biocompatibilidad, (3) la cinética de degradación y subproductos, (4) las 

propiedades estructurales y mecánicas, y (5) la biomimética (Murphy & Atala, 2014). La 

imprimibilidad es una propiedad del material, que hace referencia a la facilidad de la 

bioimpresora para depositar el material con exactitud y precisión con un control espacial y 

temporal deseado (Murphy & Atala, 2014). Esta propiedad a su vez está influenciada por otras 

propiedades del material como la reología, la viscosidad y la velocidad de fotocurado (cuando 

aplique); así como por las propiedades de la bioimpresora (principalmente diámetro de la 

boquilla y velocidad de impresión), por lo que la imprimibilidad es una propiedad del material 
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que variará entre tecnologías de bioimpresión (Lee et al., 2019). En cuanto a la 

biocompatibilidad, se espera que una vez se haya implantado el dispositivo impreso, más allá de 

no provocar algún efecto indeseable en el huésped, se den efectos deseables ya sea de manera 

pasiva o activa (Murphy & Atala, 2014). 

En lo que refiere a la cinética de degradación y subproductos, se busca controlar la tasa 

de degradación de tal manera que coincida con la velocidad de regeneración del tejido; 

asimismo, los subproductos de degradación deben no ser tóxicos, de fácil metabolización y 

rápida eliminación por parte del cuerpo. Además, propiedades como hinchamiento y 

contractilidad de los materiales son relevantes al absorber el líquido del tejido circundante y al 

generar el cierre de poros o vasos, necesarios para la migración celular y suministro de 

nutrientes, respectivamente. Respecto a las propiedades estructurales y mecánicas, existen 

materiales cuya función es el mantenimiento de la estructura, y por ende, sus propiedades 

mecánicas deben ser garantizadas en todo momento. Otros materiales pueden ser requeridos 

durante un tiempo limitado del proceso de fabricación, para lo cual se emplean materiales de 

sacrificio (Murphy & Atala, 2014). Finalmente, la biomimética refiere a la fidelidad de la 

construcción con los componentes celulares y extracelulares de un tejido u órgano, logrando un 

efecto activo y controlable sobre la adhesión, migración, proliferación y función de las células 

endógenas y exógenas. 
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Capítulo 3. Estado del Arte 

Las principales aplicaciones de los hidrogeles de PEGDA pueden enmarcarse en entrega 

de medicamentos, ingeniería de tejidos y biosensado (Choi et al., 2019). La diversidad de 

estudios en los que está inmerso el PEGDA como estructura del hidrogel, da cuenta de que es un 

biomaterial versátil que permite su funcionalización con moléculas bioactivas, y es importante 

resaltar que dadas sus características podría ser un candidato para el desarrollo de nuevas 

biotintas, que permitan dar origen a alternativas terapéuticas personalizadas mediante 

bioimpresión 3D. 

Aplicaciones en la Liberación de Fármacos 

El objetivo principal es una liberación controlada y localizada de un fármaco, bajo un 

perfil de liberación previsible que permita ajustar la cantidad de fármaco administrado con el 

paso del tiempo. Con este fin, tabletas farmacéuticas de hidrogel de PEGDA cargados con 

clorhidrato de ropinorole, un medicamento que hace parte del tratamiento de la enfermedad 

Parkinson, se imprimieron por inyección de tinta 3D (Clark et al., 2017). Por medio de 

micromoldeo, el hidrogel PEGDA adoptó la forma de microagujas, para favorecer la reparación 

de cicatrices queloides a través de la ruta transdérmica (Liu et al., 2017). Además, hidrogel 

híbrido de metacrilato de glicidilo injertado con quitosano y PEGDA funcionalizado con ceniza 

ósea, se ha utilizado para controlar la liberación del antibiótico amoxicilina, en condiciones de 

pH simulado (pH: 1.2) e intestinal (pH: 7.4) como alternativa prometedora en el tratamiento de la 

úlcera gástrica (Aycan & Alemdar, 2018). Los hidrogeles a base de PEGDA han demostrado su 

alta capacidad para ser cargados con una variedad de fármacos, adoptando también diversas 

formas para una aplicación en específico. 
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Aplicaciones en la Ingeniería de Tejidos 

El PEGDA se ha implementado en estudios que buscan la generación de tejido in vitro 

para aplicaciones clínicas, entendiendo los factores que influyen en el mantenimiento y/o 

diferenciación celular, para la formación de un tejido nativo sano o de un modelo de cáncer. La 

baja adhesión celular del PEGDA favorece el crecimiento de células madre cancerosas y la 

formación de esferas tumorales, lo cual ha permitido el desarrollo de varios tipos de modelos de 

cáncer in vitro en 3D; tales como modelos de cáncer de mama, gástrico, de colón y de hueso 

(Jabbari, Sarvestani, Daneshian, & Moeinzadeh, 2015). En cambio, en aplicaciones de cultivo 

celular 3D no tumoral, es necesario combinar al PEGDA con otro biomaterial que posea 

propiedades favorables de adhesión celular, para promover un comportamiento celular deseado. 

Así es como se ha incursionado en aplicaciones de regeneración nerviosa, dental, vascular y 

como control para una diferenciación neuronal no glial (Guarino, Alvarez-Perez, Borriello, 

Napolitano, & Ambrosio, 2013; Ma et al., 2017; Munoz-Pinto, Jimenez-Vergara, Gharat, & 

Hahn, 2015; Zhu, George, Sorger, & Grace Zhang, 2017). Otra alternativa para promover la 

adhesión celular del PEGDA, es mediante su funcionalización con péptidos con dicha propiedad. 

Este enfoque se ha utilizado con péptidos RGD para un modelo de válvulas cardíacas, 

específicamente de la valva, con el objetivo de guiar la maduración de células madre humanas 

pluripotenciales inducidas (iPSCs) en el fenotipo de células intersticiales de válvula (VIC) 

(Nachlas et al., 2018). En conclusión, gracias a la modulación de las propiedades de bioactividad 

de los hidrogeles a base de PEGDA se han desarrollado de manera in vitro diversos tejidos tanto 

nativos sanos como cancerosos.  
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Aplicaciones en el Área de Biosensado  

Los hidrogeles a base de PEGDA se han utilizado en la fabricación de dispositivos, con 

los cuales se puede medir la presencia o concentración de microorganismos. Por ejemplo, se han 

fabricado chips microfluídicos de PEGDA que consisten en dos cámaras de detección, separadas 

de una misma cámara de prueba a través de una membrana de alúmina nanoporosa, 

funcionalizada con silano y que retiene anticuerpos inmovilizados en ella, con el fin de detectar 

electroquímica y simultáneamente dos bacterias, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 

mediante el espectro de impedancia (Tian, Lyu, Shi, Tan, & Yang, 2016). 

Adicional al biosensado de microorganismos, hidrogeles de PEGDA han estado inmersos 

en dispositivos que detectan moléculas biológicas. Así es como se ha usado como barrera 

permeable entre las cámaras de cultivo celular y las cámaras de detección de dispositivos 

microfluídicos, para permitir la difusión sin obstáculos de factores secretados por las células 

hacia las cámaras de detección (Son, Gheibi, Stybayeva, Rahimian, & Revzin, 2017). En otro 

estudio, anticuerpos acrilados fueron inmovilizados en micropartículas de hidrogel PEGDA para 

la detección rápida y sensible de marcadores clínicamente relevantes, como ejemplo el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF), basado en la precipitación de plata mediada por 

peroxidasa de rábano (HRP) (Shohatee, Keifer, Schimmel, Mohanty, & Ghosh, 2018). En 

resumen, en las aplicaciones de biosensado, hidrogeles de PEGDA han tenido diferentes roles, 

siendo parte de la estructura o de la membrana semipermeable del dispositivo con el cual es 

posible medir la presencia o concentración principalmente de microorganismos y moléculas 

biológicas. 
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Aplicaciones del PEGDA en la Regeneración de Heridas  

El PEDGA se ha usado como scaffold (andamio) en el desarrollo de matrices 

extracelulares que permiten la migración, la proliferación y la consecuente homeostasis que lleva 

a la cicatrización de heridas. Estos scaffolds se han fabricado a partir de la fotopolimerización 

del PEGDA en presencia de luz UV o luz-visible, lo que permite obtener estructuras reticulares, 

con características mecánicas similares a las matrices extracelulares nativas. Para mejorar los 

procesos de cicatrización, estos hidrogeles de PEGDA se han sintetizado con moléculas 

bioactivas durante el proceso de fotopolimerización, con el fin de desarrollar apósitos que dirijan 

la respuesta celular. En particular, se ha demostrado que la inclusión de moléculas que aceleran 

el proceso de cicatrización, por ejemplo, la angiotensina 1 (Ang-1), promueven los procesos pro-

angiogénicos, al ser incluidos en un hidrogel de doble red PEGDA/TCS-PSI (PEGDA/quitosano 

tiolado - péptidos simétricos ricos en triptófano) (Huang et al., 2019). Adicionalmente, se han 

desarrollado hidrogeles fotosensibles de PEG-ácido hialurónico (HA) que contienen células 

madre derivadas de tejido adiposo humano (hADSC), los cuales se reticulan a temperatura 

ambiente in-situ al contacto con la herida. En este estudio, los autores reportan la secreción de 

factores de crecimiento pro-angiogénicos con baja secreción de citocinas proinflamatorias 

(Hassan, Dong, & Wang, 2013). Asimismo, los hidrogeles de PEGDA han sido modificados con 

el fin de presentar propiedades antibacterianas, al sintetizarse con diferentes antimicrobianos que 

limitan las infecciones en la herida (Huang et al., 2019; McMahon et al., 2016; Salehi-Abari, 

Koupaei, & Hassanzadeh-Tabrizi, 2020; Xie et al., 2015). Dado que hidrogeles de PEGDA han 

demostrado ser una plataforma controlable, recientemente se ha propuesto su incursión en el 

campo de la bioimpresión 3D para la construcción de apósitos tridimensionales (Bian et al., 

2019).  
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Bioimpresión 3D e Hidrogeles PEGDA 

Los estudios que han utilizado al PEGDA en la fabricación de tintas de biomaterial o 

biotintas, con el fin de satisfacer una necesidad o requerimiento propio de una aplicación, 

optimizan las propiedades del hidrogel por medio de su composición. Que al implementar una 

tecnología de bioimpresión 3D, se deberá conseguir también una imprimibilidad adecuada de 

acuerdo con dicha tecnología, para lo cual se optimizan los parámetros de bioimpresión y se 

evalúa la imprimibilidad de la tinta.  

Composición del Hidrogel de PEGDA 

Es posible obtener hidrogeles con diferentes propiedades de acuerdo con su composición. 

En hidrogeles de PEGDA, se debe considerar principalmente la concentración del fotoiniciador y 

la concentración y peso molecular del pre-polímero. Un incremento en la concentración del 

fotoiniciador disminuirá el tiempo de reticulación del hidrogel, con Irgacure 2959 se encontró 

que esta relación es exponencial; mientras que el tiempo de curado aumenta con el peso 

molecular del pre-polímero de PEGDA, pero disminuye con su concentración (Hockaday et al., 

2012). A modo de ejemplo, una solución precursora de PEGDA 700 Da tuvo un tiempo de 

reticulación entre 5 y 10 veces más rápido que su contraparte de 8000 Da (Hockaday et al., 

2012). Además, un mayor peso molecular del pre-polímero PEGDA favorece el incremento en el 

tamaño de poro del hidrogel (Yang et al., 2015). Similar a cuando se mezcla con un polímero que 

favorece esta propiedad, como el GeIMA (Wang et al., 2015). Es importante considerar el 

tamaño de poro en aplicaciones de siembra celular, puesto que un poro grande ayuda a las 

células a propagarse y proliferar, debido a que puede beneficiar el intercambio de biomoléculas y 

así promover la viabilidad celular a largo plazo (Wang et al., 2015). Por otra parte, los hidrogeles 

PEGDA exhiben una alta capacidad de modulación de sus propiedades mecánicas, debido a que 
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pueden abarcar un amplio rango, pasando por ejemplo de un módulo elástico de ≈ 75 kPa a ≈ 5 

kPa con hidrogeles PEGDA al 20% p/v 700 Da y 10% p/v 8000 Da, respectivamente (Hockaday 

et al., 2012). Por ende, es necesario un equilibrio entre propiedades mecánicas, tiempo de curado 

y tamaño de poro, previendo un hidrogel de mejores propiedades mecánicas con un tiempo de 

curado más rápido y un tamaño de poro disminuido. 

Generalmente, en una aplicación en específico es insuficiente modular la composición de 

la formulación en cuanto al fotoiniciador y el pre-polímero de PEGDA, siendo necesario 

incorporar moléculas bioactivas y/o modificar la estructura del hidrogel para que sea por ejemplo 

una red interpenetrante (IPN) o una red semi-interpenetrante (semi-IPN), con lo cual el sistema 

adquiere propiedades que contribuyen con la aplicación. Es así como la adición de óxido de 

grafeno (Go) al hidrogel GeIMA-PEGDA, mejoró la capacidad de adsorción y con ello la 

proliferación celular, la adhesión celular a la superficie del andamio y la diferenciación 

condrogénica fue altamente promovida (Zhou et al., 2017). También, hidrogeles de IPN 

PEGDA/Poli Ácido acrílico (PAA) exhibieron una actuación iónica, que permite una adhesión 

interfacial controlable a partir de concentraciones iónicas de Fe3+, gracias a esta propiedad fue 

posible la construcción de estructuras tipo LEGO que, al apilarse horizontal o verticalmente, y 

adherirse entre sí, sellaban sin fugas canales microfluídicos (Valentin et al., 2019). Por tanto, se 

debe evaluar si el hidrogel PEGDA por sí solo puede satisfacer los requerimientos de una 

aplicación, o si por el contrario, es necesario modificar la estructura de la red con otro polímero 

y/o añadir moléculas bioactivas. Adicionalmente, para lograr una adecuada imprimibilidad puede 

ser necesario incorporar a la solución precursora componentes que permitan un control de la 

viscosidad, como goma de xantano, alginato o nanoarcilla (Dubbin, Tabet, & Heilshorn, 2017; 

Hockaday et al., 2012; Hong et al., 2015). Posiblemente por esta razón, no se ha reportado un 
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estudio que trate de la extrusión de PEGDA puro. Por último, idealmente la tinta debe tener la 

viscosidad suficiente para permitir una extrusión suave de la boquilla y una solidificación rápida 

luego de la impresión, lo que se puede lograr dada las propiedades de gelificación o de 

adelgazamiento por cizallamiento (Hong et al., 2015). Una tinta muy viscosa puede ocasionar la 

obstrucción de la boquilla, mientras que una baja viscosidad conlleva a la deformación y el 

colapso de las estructuras impresas (Ouyang et al., 2017). 

Evaluación de la Impribilidad de Tintas de Biomaterial en Extrusión 3D 

No existe un método estandarizado para evaluar la imprimibilidad en tecnologías basadas 

en extrusión. Una revisión del año 2020 resume medidas de imprimibilidad representativas, 

clasificándolas en extrudabilidad, clasificación del filamento, fidelidad de la forma, exactitud de 

impresión y una categoría paras las pruebas que no encajan en las primeras categorías; un total 

de 38 diferentes pruebas (Gillispie et al., 2020).  

A manera de cribado inicial, se ha optado por estudiar la forma del filamento extruido, ya 

sea de manera cuantitativa o cualitativa, durante la extrusión o después de su deposición. Entre 

las metodologías, es común la prueba de caída del filamento para cuantificar la longitud del 

filamento desde la punta de la boquilla hasta el lugar de separación, se recomienda valores entre 

20-70 mm (Wu et al., 2018). Con esta prueba, también se puede categorizar la tinta a la salida de 

la boquilla según su estado de gelificación: Sub-gelación, gelificación adecuada y sobre-

gelificación (Ouyang, Yao, Zhao, & Sun, 2016). Una tinta impresa en estado de sub-gelación 

exhibe una morfología de gota en la punta de la boquilla (Figura 3), obteniendo una construcción 

impresa con fusión de sus fibras en sitios cruzados y, por ende, con baja resistencia mecánica. En 

cambio, una tinta con gelificación adecuada forma filamentos lisos y uniformes, dando lugar a 

construcciones con capas bien distinguidas. Por su parte, tintas sobre-gelificadas muestran una 
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morfología fracturada con filamentos y estructuras con canales interconectados que son 

irregulares.  

Figura 3  

Relación entre el estado de gelación del filamento con el resultado de una prueba de caída libre, 

impresión de un patrón de malla y consiguiente Pr 

 

Nota: Adaptado de “Effect of bioink properties on printability and cell viability for 3D 

bioplotting of embryonic stem cells”, (p. 035020), por Ouyang et al., 2016, Biofabrication, 8(3). 

Respecto a las pruebas basadas en la deposición de las fibras, se ha acuñado el término de 

relación de aspecto, que es igual a la altura del filamento dividida por su anchura, siendo 

deseable valores cercanos a 1, puesto que indica un filamento perfectamente cilíndrico (Kim et 

al., 2020). Además, Gao et al. propusieron el término relación de uniformidad para evaluar 
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cuantitativamente la uniformidad de un filamento, como la longitud de las líneas de extrusión 

normalizadas por la longitud de un filamento perfectamente uniforme (en línea recta). Valores 

superiores a 1 indican mayor irregularidad del filamento, siendo deseable valores cercanos a 1 

(Gao et al., 2018). 

Adicionalmente, para un análisis de fidelidad de forma, el diseño más común es el rayado 

en el que las líneas de extrusión se giran 90° de manera alternada durante al menos dos capas 

(Gillispie et al., 2020). Por ejemplo, Ouyang et al. acuñó el término imprimibilidad de la biotinta 

(Pr) con base a la forma cuadrada de los poros de un patrón de malla, determinando que era 

aceptable valores entre 0.9-1.1(Ouyang et al., 2016). Como se observa en la Figura 3, Pr < 1 se 

relaciona con tintas con sub-gelación, en las cuales ocurre difusión del material en las líneas de 

impresión, disminuyendo el tamaño de poro; contrario a tintas sobre-geladas, el poro tiene una 

forma irregular e inclusive de mayor tamaño que el predefinido. A continuación, la ecuación que 

los investigadores determinaron para Pr. 

 𝑃𝑟 =  
𝐿2

16𝐴𝑎
 (1) 

Donde L es el perímetro y 𝐴𝑎 el área de los cuadrados (poros) de un patrón de malla 

impreso. 

A partir del área experimental 𝐴𝑎, otros investigadores propusieron la evaluación de la 

fidelidad de área (𝐹𝑚𝑎) con respecto al área del diseño CAD (𝐴𝑡) (Ecuación 2) (Wu et al., 2018). 

Lo que también se relaciona con la difusión de material (Ecuación 3): Cuando 𝐹𝑚𝑎 es 1, no hay 

material extendido y la tasa de difusión (𝐷𝑓𝑟) es 0 (Habib, Sathish, Mallik, & Khoda, 2018).  

 𝐹𝑚𝑎 =  (1 −
𝐴𝑡 − 𝐴𝑎

𝐴𝑡
) 𝑋 100% (2) 
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Hasta aquí, se han mencionado algunas de las evaluaciones que refieren a la 

imprimibilidad de una tinta, sin relacionar estos resultados con los parámetros de bioimpresión 

directamente para la elección del conjunto de parámetros que más favorezca la impresión de una 

tinta en específico. Con este fin, se han propuesto diferentes modelos matemáticos que 

relacionan principalmente propiedades reológicas con énfasis en el daño celular a causa de los 

esfuerzos de tensión y tiempos de impresión razonables (Gillispie et al., 2020). Entre estos 

estudios, destaca el Indice de optimización de parámetros (POI, del inglés Parameter 

optimisation index), que relaciona la presión (Pressure), calibre de la boquilla, y ancho de línea 

(Strand Width) (Webb & Doyle, 2017).  

Para pruebas con diferentes velocidades de impresión, presión y calibre de boquillas, el 

conjunto de parámetros con el valor más alto de POI será el seleccionado, ya que favorece la 

resolución – precisión de impresión y la viabilidad celular (Webb & Doyle, 2017). Webb y 

Doyle refieren que la precisión, que está en términos del ancho del filamento, se puede extender 

al área de superficie, volumen total u otra medición. Es así como Giuseppe et al. modificó el POI 

con la finalidad de determinar la mejor composición, quedando POI como se muestra en la 

Ecuación 4, Accuracy refiere a la precisión del área superficial del poro de una construcción, en 

forma de cuadrícula y Modulus el módulo de compresión de muestras de hidrogel fabricados por 

método convencional (Giuseppe et al., 2018). En ambas aproximaciones de POI, el ancho del 

filamento es determinado mediante un patrón de una sola capa como el de la Figura 4. 

 𝐷𝑓𝑟 =  
𝐴𝑡 − 𝐴𝑎

𝐴𝑡
 𝑋 100% (3) 

 𝑃𝑂𝐼 =  
𝐴𝑐𝑐𝑢𝑟𝑎𝑐𝑦 ∙ 𝑀𝑜𝑑𝑢𝑙𝑢𝑠

𝑃𝑟𝑒𝑠𝑠𝑢𝑟𝑒 ∙ 𝑆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑑 𝑊𝑖𝑑𝑡ℎ
 (4) 
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Figura 4  

Líneas de impresión para el cálculo de POI 

 

Nota: Resultado de impresión bajo una presión y boquilla fija. La velocidad de impresión es 

indicada debajo de cada línea y el POI resultante está al lado de cada línea. Las flechas indican la 

sección media donde se mide el ancho de la hebra, para un total de 9 sitios de medición por 

hebra. Adaptado de “Parameter optimization for 3D bioprinting of hydrogels”, (p. 10), 2017, por 

B. Webb & B. Doyle, Bioprinting, 8. 
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Capítulo 4. Metodología 

Preparación de las Soluciones Precursoras de PEGDA. 

El PEGDA de 3.4 kDa, se preparó a una concentración de 10, 20, y 30% p/v, usando 

como solvente PBS (del inglés Phosphate Buffered Saline). El fotoiniciador de la reacción de 

polimerización del PEGDA fue el Irgacure 2959 (I2959), el cual se preparó a una concentración 

de 262 mg/mL disuelto en etanol al 70% v/v, presente en la solución final en un 3% p/v; en la 

Tabla 1 se muestra las cantidades utilizadas en cada solución para un volumen final de 1 mL. Las 

soluciones se homogeneizaron por vortex durante 2 minutos.      

Tabla 1  

Cálculo de las soluciones precursoras de PEGDA 

Solución Precursora PEGDA 10% PEGDA 20% PEGDA 30% 

Solución de PEGDA (µL) 970 970 970 

  PBS (µL) 870 770 670 

  PEGDA (mg) 100 200 300 

Solución de I2959 (µL) 30 30 30 

  Etanol (µL) 21 21 21 

  Agua desionizada (µL) 9 9 9 

  I2959 (mg) 7.86 7.86 7.86 

Impresión de Hidrogeles de PEGDA  

Para la impresión 3D de los hidrogeles de PEGDA se utilizó el módulo de impresión 

Syringe Bio-dispenser de la bioimpresora Dr. INVIVO 4D (Rokit Healthcare, INC), cuyo 

método de dispensación basado en extrusión es de tipo mecánico, puesto que se acciona por un 

pistón. El módulo de impresión utiliza una jeringa como elemento extrusor, esta fue de 12 mL y 

se le acopló una aguja de 0.2 mm de diámetro interno; además, el módulo está equipado con 2 
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lámparas UV, cada una a una longitud de onda de 365 nm, potencia de 3 Watts y 20 mA de 

energía entregada en la punta de la jeringa, gracias a estas lámparas la reticulación de las 

estructuras fue de tipo in-situ.  

La bioimpresora trabaja con su propio programa de segmentación NewCreatorK, el cual 

admite formatos Stl, Obj o Amf para las estructuras CAD. A partir de los parámetros de 

bioimpresión ingresados por el usuario, el programa genera el archivo de impresión final, el 

archivo GCODE, el cual contiene las instrucciones para que la bioimpresora replique la 

estructura CAD. Los parámetros de bioimpresión fueron inicialmente los valores predefinidos en 

el programa para el filamento INVIVO@GEL, una biotinta fotopolimerizable a base de gelatina 

desarrollada por los fabricantes de la bioimpresora. Estos parámetros se ajustaron luego de unas 

pruebas preliminares con agua, debido a que las soluciones precursoras de PEGDA tienen una 

baja viscosidad y su comportamiento es similar al agua; y con BmI de PEGDA. Además, dado 

los resultados de estas pruebas preliminares se utilizó un transiluminador Spectroline™ Select™ 

Series (365 nm, 9000 μw/cm2) para exponer a las estructuras impresas a una radiación UV 

adicional (pos-reticulación) y se pasó de imprimir sobre placas de Petri (Falcon®) de 100 mm 

fabricadas con poliestireno a portaobjetos de microscopio simple (Corning®) de 75x50 mm que 

están hechos de vidrio de cal sodada. 

En todas las impresiones realizadas la temperatura del dispensador se mantuvo en 20°C y 

se realizó una extrusión inicial del material (load) de 0.05 mL justo antes de comenzar cada 

impresión, recogiendo el material saliente de la punta de la jeringa en un tubo eppendorf de 

1.5mL. Además, para el caso de BmI PEGDA, se mantuvo activada la opción UV LED(R) del 

menú Slicer de NewCreatorK y en la ventana de Slicer Setting los parámetros relacionados a la 

radiación UV se mantuvieron en uno, para indicar que los LEDs se encienden en la primera capa 
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(Start Layer) y se mantienen encendidos a lo largo de toda la impresión (Every nth layers). 

Adicionalmente, el proceso de estandarización se inició ajustando el esquema de impresión de la 

bioimpresora de la siguiente manera: 

• La punta de la jeringa se pintó con esmalte negro, se envolvió en papel aluminio y se 

ajustó con termoplástico negro (Figura 5), para evitar obstrucción en la jeringa por 

PEGDA gelificado en su interior. 

Figura 5  

Modificación a la jeringa de bioimpresión 

 

• Se añadió una arandela en la base de la jeringa (Figura 6) para lograr que un volumen en 

la jeringa de aproximadamente 250 uL pudiera ser extruido. 

Figura 6  

Adición de arandela en sistema de sujeción de jeringa 
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• Se cargó la jeringa de impresión por succión, con un movimiento lento para evitar la 

aparición de burbujas en el interior de la aguja. Sin embargo, cuando se presentaron 

dichas burbujas, se expulsaron de la siguiente manera:  

1. Se invirtió la jeringa, manteniéndola en posición vertical con la punta hacia el 

techo.  

2. Se generó presión negativa, sacando el émbolo suavemente, para evitar que el 

material que estaba en la punta de la jeringa se perdiera, ya que ingresaba al interior 

de la jeringa. 

3. Se presionó el émbolo lo suficiente para expulsar el aire contenido en la jeringa; 

de ser necesario, se dio pequeños golpes en la jeringa para ayudar a movilizar las 

burbujas que estaban en la parte inferior. 

Evaluación de la Morfología del Filamento 

En cuanto a morfología del filamento se evaluó el grosor y la uniformidad. Con este fin 

se imprimieron cuadrados de 8 mm de una capa, a partir de un cubo de 8x8x0.1mm3, 

especificando un relleno de 0% y un grosor del contorno (Shell thickness) de 0.2 mm (el 

diámetro interno de la punta de la aguja). Se optó por esta estructura para disminuir el gasto de 

material, siendo posible calcular datos promedio del filamento con tres de los lados del cuadrado; 

cabe mencionar que la idea surgió de las líneas de impresión de la Figura 4 usadas para el cálculo 

de POI. Con las tres BmI de PEGDA se imprimieron los cuadrados por triplicado, con una 

velocidad de impresión de 1 mm/s, una altura de capa de 0.1 mm, y un flujo de extrusión de 

100%, 150% y 200%. Luego de una post-reticulación de seis minutos, se procedió a un análisis 

de imágen.  
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De los cuatro lados del cuadrado, se usó el primero para que estabilizara el flujo de la 

impresión, dado que se omitió la impresión de un contorno adicional que supliera esta función, lo 

que se conoce como skirt. Por esta razón se descartó el primer lado, en tanto que en 

aproximadamente el centro de los siguientes tres lados se tomó una fotografía con el microscopio 

Primo Vert (Carl Zeiss), el cual tenía acoplado la cámara AxioCam ERc 5s, para un posterior 

análisis de imagen. En Adobe® Illustrator se trazó manualmente el contorno del filamento, 

dejando el fondo de color negro y el filamento en blanco, como en la Figura 7B; no obstante, la 

imagen resultante no es de tipo binaria. En ImageJ la imagen se binarizó, se ingresó la escala de 

la imagen (1.10 µm/px) para realizar un “análisis de partículas” con el cual obtener el área y el 

perímetro del filamento. Adicionalmente, a partir de la imagen binaria en Matlab se determinó la 

longitud de la línea media y de los extremos del filamento, como se sigue a continuación: 

1. Se determinó si en la imagen el filamento estaba en una posición vertical u horizontal. 

2. Si estaba en una posición horizontal se transpuso la imagen. 

3. Se determinó el punto medio, la posición (número de columna) del píxel que se 

encontraba en la mitad, de los pixeles en blanco de la primera y última fila. 

4. Se determinó el número de pixeles existentes entre los dos puntos medios 

previamente obtenidos, al considerar este segmento como la hipotenusa de un 

triángulo rectángulo, donde uno de los catetos es el alto de la imagen (en pixeles), y el 

otro cateto es la resta de los dos valores obtenidos del paso tres. 

5. Se multiplicó el valor obtenido en el paso 4 por un factor de 1.1, para pasar de pixeles 

a micrómetros, el resultado es la longitud de la línea media. 

6. Se sumó la cantidad de pixeles en blanco de la primera y última fila. 
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7. Se multiplicó el valor obtenido en el paso 6 por el factor de 1.1, el resultado es la 

longitud de los extremos del filamento. 

Figura 7  

Procesamiento de imagen de un filamento impreso. 

 

Nota: Imagen representativa, tercer lado de un cuadrado impreso a un flujo de 200% BmI 30% 

PEGDA. En A) la microfotografía obtenida con el microscopio. En B) la imagen procesada, en 

azul se representa el contorno del filamento, siendo los segmentos verticales del trazado en azul 

los extremos del filamento; en naranja la línea media del filamento.   

A partir de los datos provenientes de ImageJ y Matlab se determinó el grosor y la relación 

de uniformidad del filamento con base a la Ecuación 5 y 6, respectivamente. 

 

 𝐺𝑟𝑜𝑠𝑜𝑟 =  
á𝑟𝑒𝑎

𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎
 (5) 

 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑖𝑓𝑜𝑟𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 − 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑒𝑚𝑜𝑠

𝑙í𝑛𝑒𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 ∗ 2
 (6) 
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Donde, 

Grosor, en [µm] representa el ancho del filamento. 

Área, en [µm2] representa el área superficial del filamento. 

Línea media, en [µm] representa la longitud del segmento que une los puntos medios de los 

extremos del filamento. 

Perímetro, en [µm] representa la longitud del contorno del filamento. 

Extremos, en [µm] representa la longitud de los dos extremos del filamento. 

Relación de uniformidad, adimensional, indica qué tan uniforme es el filamento extruido. A 

mayor valor, un grosor de filamento menos uniforme. 

Evaluación de la Fidelidad de la Forma   

Se imprimieron tres tipos de estructuras, una malla de 16 cuadrados, cilindros sólidos y 

cilindros huecos. Se mantuvieron los siguientes parámetros de bioimpresión fijos: velocidad de 

impresión de 1 mm/s, altura de capa de 0.1 mm, flujo de extrusión de 100% y retracción 

(movimiento de retroceso del filamento en áreas de no impresión) deshabilitada.  

La estructura de la malla consistió en dos capas de cinco líneas equidistantes a 2 mm y 

rotadas 90° de una capa a la otra (Figura 8), para conseguirlo, a un cubo de 10x10x0.2mm3 se 

especificó un patrón de relleno de líneas con una densidad de relleno de 10% y un ángulo de 

rotación de relleno de 90°. Luego de una post-reticulación de seis minutos, cada cuadrado se 

fotografió con el microscopio Primo Vert (Carl Zeiss), el cual tenía acoplado la cámara 

AxioCam ERc 5s, para su posterior análisis de imagen. En Adobe® Illustrator se trazó 

manualmente el contorno del cuadrado, dejando el fondo de color negro y el área del cuadrado 

en blanco, Figura 9B; no obstante, la imagen resultante no es de tipo binaria. En ImageJ la 

imagen se binarizó, se ingresó la escala de la imagen (1.10 µm/px) para realizar un “análisis de 

partículas” con el cual obtener el área y el perímetro del cuadrado. Adicionalmente, a partir de la 
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imagen binaria en Matlab se determinó el ancho (distancia en el eje x-) y el largo (distancia en el 

eje y-) de cada cuadrado. Con los datos provenientes de ImageJ se obtuvo el valor de 

imprimibilidad de la tinta, Pr (Ecuación 1); la fidelidad del área, 𝑓𝑚𝑎 (Ecuación 2); y la tasa de 

difusión, 𝐷𝑓𝑟 (Ecuación 3). 

Figura 8  

Esquema de impresión de la estructura de malla 

 

Nota: En verde los movimientos de desplazamiento correspondientes a áreas de no impresión. La 

velocidad de estos movimientos es lo que se controla con el parámetro velocidad de 

desplazamiento. La primera capa la conforman las líneas a lo largo del eje x- y la segunda capa 

las líneas a lo largo del eje y-. Cada poro (los cuadrados) se ha enumerado a manera de 

identificación, cada poro tiene un tamaño teórico de 1.8mm x 1.8mm. 

Por otra parte, se imprimieron cilindros sólidos y huecos con las siguientes dimensiones 

teóricas: diámetro de 6 mm, diámetro externo de 8 mm e interno de 6 mm, respectivamente, 

ambos con una altura de 0.5 mm. Para conseguir estas estructuras, se especificó un relleno del 

100% con el patrón Concentric en el caso de los cilindros sólidos; y un relleno de 0% y grosor 
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del contorno de 1 mm para los cilindros huecos. Los cilindros impresos tuvieron una post-

reticulación de 16 minutos, luego de lo cual se dejaron hinchar en PBS durante 24 horas. Se 

tomaron fotografías de los cilindros inmediatamente después de su impresión, de su post-

reticulación y tras su hinchamiento en PBS.  

Figura 9  

Procesamiento de imagen del poro de una estructura de malla 

 

Nota: Imagen representativa, tercer poro de una estructura de malla impresa con BmI 30% 

PEGDA. En A) la microfotografía obtenida con el microscopio. En B) la imagen binaria 

correspondiente. 

Análisis Estadísticos 

Los resultados cuantitativos de las pruebas de morfología del filamento, así como de la 

fidelidad de forma fueron expresados como la media aritmética de los valores ± error estándar 

(ESM). Se realizaron comparaciones entre grupos de estudio utilizando análisis de varianza de 

una vía (ANOVA), seguido de pruebas post-hoc de Tukey para comparaciones múltiples, previa 
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comprobación de los supuestos del modelo, tales como independencia, normalidad y 

homocedasticidad. En el caso específico de las pruebas preliminares, cuando se evaluó la 

morfología de filamento con variación en flujo y altura de capa, se procedió a un análisis 

factorial completo de 2 factores, siendo los factores el flujo y la altura de capa, y las variables 

respuesta el grosor y la relación de uniformidad. Para todos los análisis estadísticos realizados, 

valores de p < 0.05 fueron considerados significativos, lo que en las gráficas se representa por un 

asterisco (*). Se realizaron tres réplicas por experimento (n = 3). 
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Capítulo 5. Resultados y Análisis de Resultados 

Resultados 

Impresión de Hidrogeles de PEGDA  

Al realizar el Load antes de imprimir con cualquiera de las tres formulaciones de BmI de 

PEGDA, el material eyectado siempre se comportó como un chorro de líquido a alta presión 

seguido de la formación de gotas en la punta de la jeringa, gotas que acumulaban material hasta 

caer por su propio peso, por lo que no se observó la formación de un filamento en el aire. 

Además, en ningún caso se observó que la estructura impresa estuviera sólida al finalizar la 

impresión. 

Estandarización Preliminar de las Condiciones de Impresión. Dada la baja viscosidad 

del PEGDA y la escasez de este, se hicieron pruebas con agua para lograr la extrusión de un 

filamento, y con ello, tener una mejor idea de los parámetros de bioimpresión adecuados para 

BmI PEGDA. A partir de un cubo de 50x10x0.1mm3, densidad de relleno de 8% y retracción 

deshabilitada, se imprimieron cuatro líneas de 5 cm. Se observó que una altura de capa de 0.13 

mm en adelante favorecía la formación de gotas en lugar de un filamento, por lo que este 

parámetro se fijó en 0.1 mm. La deposición de gotas también fue favorecida con el aumento en la 

velocidad de impresión. A una velocidad de impresión de 1 mm/s se observó la formación de 

filamentos cortos, los cuales eran arrastrados a lo largo del sustrato (placa de Petri de 90 mm). 

Para favorecer la adhesión del material depositado con el sustrato, este se lavó con Dextran al 

2%, se desinfectó con alcohol al 70% y la temperatura de la cama pasó de 20°C a 0°C que, en 

vista de condensación en la placa de Petri (lo que se interpone con la adherencia del filamento), 

se aumentó la temperatura de la cama lo suficiente para evitarlo, lo que ocurrió a 8°C. En efecto, 
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se observó una mejora en la deposición de un filamento de agua. En adelante, la temperatura de 

la cama se fijó en 8°C. 

Estandarización Preliminar de las Condiciones de Impresión del PEGDA. Con BmI 

PEGDA al 10% se intentó evaluar el efecto que tiene el flujo de extrusión en la imprimibilidad, 

para ello se imprimieron líneas de 5 cm, variando el flujo de extrusión de 100% a 450% con 

incrementos de 25%, con una altura de capa de 0.1 mm y velocidad de impresión de 1 mm/s; en 

la Figura 10 se muestra la configuración de la totalidad de los parámetros de bioimpresión. En 

ningún caso se logró la deposición de un filamento de 5 cm, el mejor rendimiento se dio a un 

flujo de 425% con un filamento de alrededor de 2 cm hacia el final de la línea (Figura 11). En 

estas impresiones ocurrió la deposición de gotas y de filamentos que se arrastraban con el 

desplazamiento de la cama y se escindían al cabo de pocos milímetros; inclusive en varias 

ocasiones los filamentos depositados se encogieron y acortaron. Al fijar el flujo en 425%, se 

varió la velocidad de impresión de 1 a 3 mm/s que, en vista de la desmejora en el rendimiento, 

no se probaron valores superiores a 3 mm/s, sino únicamente 7 mm/s para confirmar que el 

incremento en la velocidad de impresión no favorece la formación de filamentos (Figura 12). De 

esta manera, la velocidad de impresión se fijó en 1 mm/s para testear una altura de capa de 0.1, 

0.13 y 0.15 mm (Figura 13), obteniendo mejores resultados para 0.1mm. 
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Figura 10  

Configuración de los parámetros de bioimpresión 

 

Nota: En amarillo los parámetros modificados respecto de los valores predefinidos por el 

programa NewCreatorK para el filamento INVIVO@GEL. 

Figura 11  

Líneas impresas a diferentes flujos con BmI PEGDA al 10% 
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Figura 12  

Líneas impresas a diferentes velocidades de impresión con BmI PEGDA al 10% 

 

Figura 13  

Líneas impresas a diferentes alturas de capa con BmI PEGDA al 10% 

 

Dado el bajo rendimiento en la deposición de un filamento de PEGDA, se cambió el 

sustrato de impresión en busca de mejorar la adherencia del material y con ello la 

imprimibilidad, reflejado en la formación del filamento. En efecto, al reemplazar las placas de 

Petri de 90 mm por portaobjetos de 75x50 mm, los resultados cambiaron drásticamente. Además 

de sustituir el sustrato, se cambiaron las líneas de 5 cm por cuadrados de 8 mm de lado, en espera 

de analizar cuantitativamente el filamento impreso como lo expuesto en el apartado Evaluación 

de la Morfología del Filamento. Por el contrario, en las pruebas precedentes se evaluó la 
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formación del filamento cualitativamente con una estructura más sencilla, como lo es una línea 

recta de 5 cm.  

En la impresión de los cuadrados, el flujo de extrusión se mantuvo en 200%, la altura de 

capa en 0.1 mm y la velocidad de impresión en 1 mm/s. Con estos parámetros de bioimpresión se 

logró la deposición del filamento a lo largo de toda la impresión, aunque no siempre se mantuvo 

el filamento en toda la estructura impresa, puesto que se observó pérdida del trazo en mayor 

medida hacia vértices del cuadrado y por lo general tras el fin de la impresión. 

En vista de los resultados favorables, se procedió a evaluar la imprimibilidad en función 

del flujo extruído y la altura de capa. Para este fin, se imprimieron los cuadrados a un flujo de 

100 a 350% con incrementos de 50% y una altura de capa de 0.1, 0.13 y 0.15 mm, para un total 

de 18 combinatorias, fotografías ejemplo en la Figura 14. Con este enfoque se pretendía 

determinar cuáles eran las combinatorias que permitían la impresión y mantenimiento de un 

cuadrado sin interrupción del trazado, lo que por triplicado en ninguna combinatoria se 

consiguió. Cabe resaltar que no hubo un cambio apreciable en las dimensiones del cuadrado 

impreso, el fenómeno de pérdida del trazado se puede describir de la siguiente manera: Primero 

se encoge de manera transversal un segmento del filamento (generalmente próximo a uno de los 

vértices del cuadrado), una vez se escinde, los dos segmentos restantes comienzan a encogerse 

longitudinalmente.  
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Figura 14  

Cuadrados impresos con BmI PEGDA al 10% sin exposición a radiación UV adicional 

 

En búsqueda de mantener la estructura impresa, se aumentó la concentración de PEGDA 

al 30% y las construcciones impresas tuvieron una exposición adicional en el transiluminador, es 

decir, se post-reticularon. Es así como se imprimieron cuadrados de 8 mm de lado con un menor 

número de flujos de extrusión testeados: 100, 200 y 300%, manteniendo la variación en la altura 

de capa de 0.1, 0.13 y 0.15 mm, para un total de 9 combinatorias evaluadas. En la primera 

repetición, el portaobjetos se colocó directamente sobre la superficie del transiluminador por 2 

minutos, y se observó que los cuadrados perdieron su forma inicial (Figura 15A), que a 

diferencia de colocar el portaobjetos sobre una placa de Petri y este sobre la superficie del 

transiluminador por 2 minutos y medio, se notó una mejora en el mantenimiento de la forma 

después de la post-reticulación (Figura 15B), esto ocurrió debido a que se ralentizó la 

transferencia de calor del transiluminador hacia el portaobjetos. Puesto que los nueve cuadrados 

mantuvieron la forma, se tomaron fotografías con el microscopio Primo Vert (Carl Zeiss), con el 
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fin de evaluar el filamento impreso cuantitativamente como lo expuesto en el apartado 

Evaluación de la Morfología del Filamento, los datos se muestran en la Tabla 2.  

Figura 15  

Post-reticulación de cuadrados impresos con BmI PEGDA al 30% 

 

Nota: En A) el portaobjetos se colocó inmediatamente sobre la superficie del transiluminador por 

2 minutos. En B) sobre una placa de Petri por 2.5 minutos.  

De la Tabla 2 se observa una posible correlación positiva entre el flujo y la altura de capa 

respecto al grosor del filamento (Ecuación 5), a medida que aumenta el flujo/altura de capa el 

filamento se hace más grueso. En cambio, no se logra apreciar una asociación entre estas dos 

variables (flujo y altura de capa) con la relación de uniformidad del filamento (Ecuación 6), ya 

que en todos las combinatorias esta variable tiene valores cercanos al valor deseable de 1, y 

conforme aumenta el flujo o la altura de capa, no se observa un aumento o disminución en la 

relación de uniformidad. De manera concluyente, al efectuar el análisis factorial completo de 2 
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factores, ni el flujo ni la altura de capa influye de manera significativa en el grosor y en la 

relación de uniformidad del filamento (valores p > 0.05, el valor de significancia): valor p de 

0.071 y 0.092 para el flujo y la altura de capa respecto al grosor; y de 0.275 y 0.436 respecto a la 

relación de uniformidad. Sin embargo, los valores p del flujo están más cercanos a 0.05 que los 

de la altura de capa, por lo que se puede concluir que, el flujo influye más en el grosor y en la 

relación de uniformidad del filamento, que lo que influye la altura de capa. Sumado al hecho de 

que en cada flujo el menor grosor de filamento se obtuvo con una altura de capa de 0.1 mm, se 

fijó este parámetro a este valor para las siguientes pruebas. En tanto que el flujo de extrusión 

todavía se mantuvo variable en las pruebas del apartado siguiente, con un menor rango evaluado 

(de 100 a 200%) para explorar el comportamiento del grosor y uniformidad del filamento en el 

valor intermedio de 150%.  

Tabla 2  

Grosor y uniformidad del filamento de BmI PEGDA al 30%, flujo y altura de capa variable 

Flujo (%) Altura de capa (mm) Relación de uniformidad Grosor (µm) 

100 

0.1 1.064±0.008 671.09±48.46 

0.13 1.123±0.049 813.31±48.88 

0.15 1.059±0.011 719.13±65.91 

200 

0.1 1.039±0.008 641.94±60.45 

0.13 1.052±0.006 888.87±93.58 

0.15 1.047±0.016 945.58±136.47 

300 

0.1 1.079±0.014 860.35±296.74 

0.13 1.055±0.003 927.92±343.59 

0.15 1.041±0.004 1060.46±65.51 

 

Evaluación de la Morfología del Filamento  

En las tres formulaciones BmI de PEGDA se logró una correcta deposición del filamento 

a lo largo de la impresión, formando el cuadrado con sus cuatro vértices bien definidos. Sin 
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embargo, para ninguna de las formulaciones se logró mantener por completo la estructura luego 

de la post-reticulación, siendo los vértices las zonas con mayor afectación. No obstante, a una 

concentración de 30% PEGDA se mantuvo un trazo continuo aún con angostamiento del 

filamento en sus lados y/o vértices (Figura 16A) que, a diferencia de 10 y 20% las estructuras se 

escindieron o estuvieron cerca de hacerlo (Figura 17 y 16B). Por ende, únicamente se procedió al 

análisis de imágenes con los cuadrados obtenidos a una concentración de PEGDA al 30%, con 

cuyos resultados cuantitativos se graficó el grosor del filamento vs. el flujo (Figura 18A) y la 

relación de uniformidad vs. el flujo (Figura 18B).  

De la Figura 18 se observa una correlación positiva entre las variables grosor y relación 

de uniformidad con respecto al flujo, un incremento en el flujo da por resultado un filamento más 

grueso y menos uniforme (mayor relación de uniformidad). Al contrario de la Tabla 2, donde no 

se percibe asociación entre flujo y relación de uniformidad, esto porque el resultado de post-

reticulación podría no ser tan reproducible como sí lo es la estructura recién extruída. Al efectuar 

las comparaciones múltiples con el método de Tukey, se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05) en el grosor del filamento de los cuadrados impresos a 

un flujo de 100% y 150%, con medias de 579.99 µm y 772.37 µm; así mismo, los flujos de 

100% y 200%, este último con un grosor promedio de 870.85 µm. En cambio, respecto a la 

relación de uniformidad únicamente hubo diferencia entre los grupos de cuadrados impresos a un 

flujo de 100% y 200%, los cuales tuvieron una relación de uniformidad promedio de 1.018 y 

1.043, respectivamente. Debido a la variabilidad en la relación de uniformidad en los cuadrados 

impresos a un flujo de 150%, estos no mostraron una diferencia estadísticamente significativa 

respecto a los otros dos grupos de estudio, este grupo tuvo una media de 1.037. 
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Figura 16  

Vértices de cuadrados impresos con BmI PEGDA al 30% y 20% 

 

Nota: Ejemplo para un flujo de 100%, en A) y en B) BmI PEGDA al 30% y 20%, 

respectivamente.  

Figura 17  

Cuadrados impresos con BmI PEGDA al 10% 
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Figura 18  

Grosor y uniformidad del filamento de BmI PEGDA al 30% 

 

Nota: Las diferencias estadísticas entre los grupos están representadas por: * para p < 0.05. 

Evaluación de la Fidelidad de la Forma 

En las tres formulaciones de BmI PEGDA se logró una correcta deposición del filamento 

a lo largo de la impresión de la estructura de malla, dando lugar a los 16 poros (cuadrados 

individuales) de la estructura de la Figura 8. Sin embargo, para ninguna de las formulaciones se 

mantuvo la estructura por completo luego de la post-reticulación, ya que se perdió el trazo de 

algunos poros, lo que tampoco fue reproducible (Figura 19). Además, en todas las pruebas se 

observó una fusión del filamento en los puntos de intercepción entre líneas verticales y 

horizontales (ver la fotografía ejemplo de la Figura 20).  
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Figura 19  

Patrones de malla impresos con BmI PEGDA a diferentes concentraciones 

 

Figura 20  

Punto de intercepción de un patrón de malla impreso con BmI PEGDA al 30% 

 

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de la impresión de la estructura de 

malla, el Escenario A incluye únicamente a los poros que se mantuvieron al final de la post-
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reticulación; en cambio, en el escenario B se consideró también a los poros restantes, añadiendo 

para estos poros un índice de imprimibilidad Pr (Ecuación 1) de 0, una fidelidad de forma 

(Ecuación 2) de 0%, y una de tasa de difusión (Ecuación 3) del 100%. Al incluir la totalidad de 

los poros, los resultados cambiaron drásticamente, pasando de índices de imprimibilidad Pr 

dentro del rango aceptable de 0.9-1.1(Ouyang et al., 2016) a valores inferiores a 0.5; valores de 

fidelidad de área entre 16 y 31% a menos del 4%; y tasas de difusión del 12 a 23%. Además, al 

efectuar las comparaciones entre grupos, únicamente se encontraron diferencias significativas 

para las estructuras de malla impresas a una concentración de 10 y 20% PEGDA, en lo que 

refiere a fidelidad de área, tasa de difusión y largo del poro. Para esta prueba, la BmI 20% 

PEGDA tuvo el mejor rendimiento: El mayor tamaño de poro, fidelidad de área promedio y 

cantidad de poros retenidos al final de la post-reticulación. De estos resultados se infiere un 

menor grosor de filamento a una concentración de 20%, seguido de 30% y 10%. Lo que no se 

puede contrastar con las pruebas de evaluación morfológica porque se descartó el análisis de 

imagen para tintas al 10 y 20% PEGDA. 

Tabla 3  

Datos asociados al ensayo de fidelidad de forma de un patrón de malla 

Escenario 

BmI 

PEGDA 

(%p/v) 

Pr 
Fidelidad de 

Área (%) 

Tasa de 

Difusión (%) 
Ancho (µm) Largo (µm) 

A 

10 0.99±0.03  16.5±2.33 * 83.08±2.33 * 609.64±138.99  907.42±72.11 * 

20 0.98±0.01  33.65±6.14 * 64.64±6.14 * 962.83±33.96  1143.69±16.85 * 

30 0.96±0.01  31.06±1.58  68.82±1.58  953.05±33.96  1068.75±16.85 

B 

10 0.19±0.1  3.26±1.79 95.79±1.79   

20 0.48±0.12 0.17±1.54 80.26±1.54   

30 0.26±0.02 0.08±5.95 91.48±5.95   

Nota: En asterisco el par de grupos (BmI PEGDA al 10 y 20%) con diferencia estadísticamente 

significativa (p < 0.05). 
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Por otra parte, en la Figura 21 se muestra el histograma de la frecuencia absoluta asociada 

al poro que se mantuvo tras la post-reticulación, con base a la numeración establecida en la 

Figura 8. Se puede apreciar que respecto a todas las concentraciones de PEGDA, el poro número 

6 tuvo la mayor frecuencia, seguido del poro 2 y 10. En tanto que se obtuvo una frecuencia del 

100% para los poros 2, 6 y 10 en la BmI PEGDA al 20%; al 30% fueron los poros números 6 y 

7; y al 10% únicamente el poro 6.  

Figura 21  

Histograma del poro retenido del patrón de malla  

 

Con relación a las estructuras cilíndricas, se logró una deposición aceptable del filamento 

a lo largo de la impresión, dando lugar a cilindros con leve irregularidad en el contorno, cuya 

forma inicial no se mantuvo por completo en ninguna formulación. Con el paso del tiempo, se 

observó la formación de anillos concéntricos en una especie de degradé: Colores más claros del 

centro hacia la periferia, lo que indica una disminución del material y por ende en la altura de la 

estructura. Este degradé se advirtió más sutil con el aumento de PEGDA, a manera de 

ejemplificación, en la Figura 22 se muestran microfotografías de discos sólidos de BmI 20 y 
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30%, y en la Figura 23 y 24 (columna “post-reticulación”) imágenes a gran escala de discos 

impresos con BmI al 10%, puesto que los anillos concéntricos fueron evidentes a esta escala. 

Por último, la adición de PBS ocasionó primero la aparición de una especie de rizos en 

los contornos de los cilindros, y luego el colapso de estos, quedando una estructura final con 

forma de polígono que dista de un círculo (Figura 23 y 24). De manera que, en ningún caso se 

logró una fidelidad de forma aceptable para realizar pruebas mecánicas, ya que es indispensable 

estructuras bien definidas con una altura invariante y un contorno uniforme. 

De los resultados presentados, dos de tres pruebas indican que la composición idónea es 

la de 30% PEGDA, siendo superada por BmI al 20% en la impresión de patrones de malla, en 

contraposición de la impresión de cilindros y cuadrados con la mayor retención de la estructura 

impresa.  

Figura 22  

Contorno de cilindros sólidos impresos con BmI PEGDA al 20 y 30% 
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Figura 23  

Impresión, post-reticulación e hinchamiento de cilindros huecos 

 

Figura 24  

Impresión, post-reticulación e hinchamiento de cilindros sólidos  
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Análisis de Resultados 

En general, los resultados obtenidos se corresponden con una tinta en estado de sub-

gelación (ver Figura 3) para todas las formulaciones estudiadas. En efecto, las soluciones 

precursoras de PEGDA se mantuvieron en la jeringa sin alguna reticulación previa, obteniendo 

una tinta con propiedades reológicas inadecuadas para la formación de filamentos en la punta de 

la jeringa; en su lugar, se formaron gotas con cada Load previo a la impresión. En las tres 

formulaciones, el estado de sub-gelación se mantuvo en la estructura impresa aún con una 

reticulación in-situ, por lo que la velocidad de foto-polimerización del PEGDA no alcanzó los 

valores esperados, debido a una a intensidad de radiación UV insuficiente, pese a que se tuvo el 

mayor tiempo de exposición al definir la velocidad de impresión en el valor mínimo (1 mm/s). 

Ocasionando mayores tiempos de impresión, de modo que se mantuvo la velocidad de 

desplazamiento (velocidad en los movimientos de la cama en áreas de no impresión), en 4 mm/s 

para todos los experimentos. Aun así, el proceso de impresión es sustancialmente lento, en 

comparativa con la velocidad regular de impresión para hidrogeles (10 mm/s, seguida de 5 

mm/s), no obstante, es amplio el rango explorado en los estudios: De 0.2 a 150 mm/s (Mancha 

Sánchez et al., 2020). 

Fue posible reducir el inconveniente de adherencia del PEGDA con el sustrato al sustituir 

la placa de Petri por un portaobjetos, posiblemente por la naturaleza hidrofílica compartida entre 

el PEGDA (Choi et al., 2019) y el vidrio de cal sodada (DeRosa, Schader, & Shelby, 2003) con 

el que están hechos los portaobjetos, en contraposición con la hidrofobicidad del poliestireno 

(Uyar & Kny, 2017, p. 201) de las placas de Petri. Así pues, se logró el trazado de toda la 

estructura CAD. Sin embargo, con el paso del tiempo fue notorio la pérdida del trazo 

preexistente, en mayor medida hacia los vértices de los cuadrados, esto indica que la estructura 
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no gelificó por completo durante su impresión, ni ocurrió lo suficiente rápido durante la post-

reticulación. Por tanto, se requiere incrementar la retención de la forma de las estructuras 

impresas, lo que se podría lograr añadiendo una fuente de radiación UV con mayor potencia y 

superficie de radiación dentro de la bioimpresora, para lograr una polimerización más efectiva. 

Además, se podría recurrir al enfoque reportado por Ouyang et al. para imprimir con tintas 

independientemente de su viscosidad, modificando la punta de la jeringa para añadir un capilar 

fotopermeable hidrófobo de tubo de silicona, y así reticular el filamento de hidrogel 

inmediatamente antes de su deposición (Ouyang et al., 2017).  

Los resultados cuantitativos aquí presentados fueron tomados luego de la post-

reticulación de las estructuras impresas que, como no se mantuvo la forma exacta de la estructura 

recién impresa, los datos recolectados no se corresponden totalmente con lo que se imprimió. Por 

ende, podría cambiar sustancialmente la relación entre los parámetros de bioimpresión, como lo 

son el flujo y la altura de capa, con el grosor y la uniformidad del filamento recién extruido, de 

igual manera para los datos obtenidos en la evaluación de la fidelidad de forma. No obstante, es 

importante evaluar la estructura impresa en la última fase de su maduración, que en este estudio 

fue una post-reticulación, para caracterizar la estructura impresa en la aplicación final. En 

consecuencia, el cultivo celular podría ser la última fase en estudios con biotintas. Por ejemplo, 

Wu et al. evaluaron las propiedades mecánicas de construcciones fabricadas de hidrogel de doble 

red goma gellan/PEGDA inmediatamente después de la extrusión, la post-reticulación y el 

cultivo celular, encontrando una mejora significativa en el módulo de Young y de compresión en 

cada fase (Wu et al., 2018). Por otra parte, Hockaday et al. evaluaron la fidelidad de forma de 

conductos de válvulas impresos con PEGDA y escaneados con Microtomografía Computarizada 

después de su extrusión y luego de su hinchamiento en PBS (Hockaday et al., 2012).  
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Al realizar las pruebas de evaluación de morfología del filamento, se encontró que la 

pérdida del trazado de impresión persistió en menor medida en la BmI PEGDA al 30% (Figura 

16 y 17). Posiblemente debido a que, a mayor concentración de pre-polímero de PEGDA en la 

solución precursora, se logra un mayor número de enlaces en menos tiempo y con ello una 

estructura de red del hidrogel más sólida, lo que contribuye al mantenimiento de la forma de la 

construcción impresa. Es así como en la impresión de los cilindros, se observaron anillos con 

disposición de material más uniforme conforme se incrementó la concentración de PEGDA 

(Figura 22-24). Por otra parte, de las pruebas de evaluación de morfología del filamento se 

concluye que es aconsejable fijar el flujo a 100%, para conseguir la mejor relación de 

uniformidad y el mínimo grosor de filamento posible, aunque este fue cerca de 3 veces el valor 

óptimo (200µm, el diámetro interno de la punta de la aguja). 

Los resultados obtenidos en la prueba de fidelidad de forma, en lo que concierne a la 

estructura de malla se explica bastante bien por el estado de sub-gelación de la tinta, debido a 

que el colapso del filamento depositado afectó a su vez la fidelidad de la estructura impresa. 

Idealmente el filamento debe ser cilíndrico, con un área transversal de un círculo, que cuando 

colapsa pasa a ser una elipse: Disminuye la altura del filamento y, por ende, el material se 

extiende (difunde) hacia los lados, originando un filamento de mayor grosor. Esto ocurrió con las 

BmI de PEGDA, evidenciado en las tasas de difusión con valores superiores al 64%, que indican 

filamentos con área de sección transversal poco circular, dado una difusión del material que 

generó un mayor grosor de filamento y una disminución del tamaño del poro de la estructura de 

malla. Además, en ambos escenarios las tres BmI tuvieron un índice de imprimibilidad Pr 

inferiores a 1, lo que es propio de una tinta en sub-gelación, con fusión en los sitios cruzados 

como se muestra en la Figura 20.  
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Los valores Pr obtenidos para los poros que se mantuvieron al final de la post-

reticulación entran en el rango considerado como aceptable (0.9-1.1), lo que demuestra una 

geometría de poro casi cuadrada, pese a la disminución del tamaño diseñado en más del 64%. 

Por lo que puede ser conveniente no limitar la evaluación de la imprimibilidad de una tinta a solo 

Pr, aunque hay estudios que sí lo han hecho (Naseri, Butler, MacNevin, Ahmed, & Ahmadi, 

2020). Por otra parte, teniendo en cuenta que el tamaño de los poros diseñados fue de 2 mm 

(distancia entre líneas de impresión) y el diámetro interno de la aguja era de 0.2 mm, la prueba 

fue exigente y el rendimiento de las tintas en cuanto a Pr y tasa de difusión, fue competitivo 

respecto al mejor rendimiento reportado por Habib et al. para BmI de alginato-

carboximetilcelulosa. Debido a que obtuvieron valores de Pr de 0.78 a 0.92 y tasas de difusión 

de ≈ 50 a 15% para tamaños de poro de 2-5 mm, extruidos con una boquilla de diámetro de 0.41 

mm y velocidad de impresión de 5 mm/s (Habib et al., 2018). 
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Capítulo 6. Conclusiones y Recomendaciones  

En el presente estudio se desarrolló una metodología que permite establecer las 

condiciones de imprimibilidad de una tinta de biomaterial de PEGDA, por medio de una serie de 

pruebas para establecer cuáles son los mejores parámetros de bioimpresión y la composición 

idónea de la solución precursora de hidrogel PEGDA. Pese al establecimiento de los mejores 

parámetros de bioimpresión: velocidad de impresión de 1 mm/s, altura de capa de 0.1 mm y flujo 

de extrusión de 100%, los resultados demuestran que la viscosidad de la tinta de biomaterial a 

base de PEGDA requiere ser incrementada, para lograr la deposición de un filamento cilíndrico 

con una difusión de material mínima. Adicionalmente, se llegó a la conclusión de que la 

intensidad de la luz ultravioleta de la bioimpresora debe ser mayor, para garantizar una 

polimerización eficiente y homogénea que garantice la retención de la forma en la estructura 

impresa. Siendo inviable la impresión con PEGDA puro bajo las condiciones de experimentación 

de este estudio. Sin embargo, la metodología desarrollada en este trabajo permite establecer las 

pautas de la fabricación de andamios a base de PEGDA, con el potencial uso en el diseño de 

matrices que lleven al desarrollo de alternativas terapéuticas tipo apósito, para el tratamiento de 

las úlceras crónicas de pie diabético, considerando la profundidad y la topografía de la úlcera. 

En este estudio se exploró 0.1, 0.13 y 0.15 mm en altura de capa, pero como la 

biompresora tiene una precisión por capa de 10 µm, en trabajos futuros este parámetro se puede 

estudiar bajo variaciones más pequeñas y optimizar las variables respuesta de interés. Además, 

con el fin de establecer relaciones de causalidad es imprescindible aleatorizar los experimentos, 

por cada formulación se debe tener una jeringa de bioimpresión, realizando las configuraciones 

necesarias en la bioimpresora con cada cambio de jeringa. 
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