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Resumen

Las Ulceras por presion (UPP) se producen debido a una presion o cizallamiento constante y
excesivo en la piel o tejidos que la componen, lo cual, produce una falta de irrigacion que
conlleva a lesiones cutaneas que pueden originar infecciones, irritacion e incluso necrosis.
Los tratamientos actuales como los apdsitos convencionales o0 avanzados no cumplen con
todos los requisitos para permitir la regeneracion del tejido, exhibiendo la necesidad de
elaborar un aposito apto para proporcionar un ambiente adecuado para la curacion de la
herida. Por consiguiente, en este proyecto se fabricaron hidrogeles de agarosa
funcionalizados con plasma pobre en plaquetas (PPP), debido a que contiene proteinas que
desempefian un papel importante durante las etapas de hemostasia y coagulacion,
promoviendo la reparacion del tejido epitelial y la cicatrizacidn de heridas. Inicialmente, los
hidrogeles se fabricaron usando tres concentraciones de agarosa (1, 1.5y 2%), y tres
concentraciones de PPP (25, 50 y 75%); y para cada formulacion se realizé su respectiva
muestra control. Las propiedades mecanicas como maédulo de elasticidad y compresion se
evaluaron mediante pruebas de tensién y compresién, mientras que la dindmica de
liberacion de proteinas se determind mediante la cuantificacion de proteinas usando una
curva de estandar de BSA. Adicionalmente, para determinar la viabilidad celular de los
hidrogeles fabricados, se realizé un ensayo preliminar de citotoxicidad con células HT1080.
Como resultados, el modulo de elasticidad de los hidrogeles de agarosa con PPP oscild
entre 0.0084 MPa y 0.0203 MPa, mientras que el moédulo de compresion varid entre 0.0628
MPay 0.2168 MPa. La dinamica de liberacion de proteinas determiné que, a mayores
concentraciones de PPP en los hidrogeles fabricados, incrementaba la concentracién de
proteinas presentes en estos. Finalmente, los resultados del ensayo preliminar de

citotoxicidad sugirieron que los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP que se



fabricaron bajo la presente metodologia, contribuyen de forma limitada con la viabilidad
celular.

Palabras clave: Hidrogel, agarosa, ulceras por presion, plasma pobre en plaquetas,
propiedades mecanicas, liberacion de proteinas.

Abstract

Pressure ulcers (UPP) occur due to constant and excessive pressure or shear on the skin or
tissues that compose it, which produces a lack of irrigation that leads to skin lesions that
can cause infections, irritation and even necrosis. Current treatments such as conventional
or advanced dressings do not meet all the requirements to allow tissue regeneration,
exhibiting the need to elaborate a dressing suitable to provide a suitable environment for
wound healing. Therefore, in this project, functionalized agarose hydrogels were
manufactured with platelet-poor plasma (PPP), because it contains proteins that play an
important role during the hemostasis and coagulation stages, promoting the repair of
epithelial tissue and wound healing. Initially, the hydrogels were manufactured using three
concentrations of agarose (1, 1.5 and 2%), and three concentrations of PPP (25, 50 and
75%); and for each formulation its respective control sample was performed. Mechanical
properties such as modulus of elasticity and compression were assessed by stress and
compression tests, while protein release dynamics were determined by quantifying proteins
using a BSA standard curve. Additionally, to determine the cell viability of the
manufactured hydrogels, a preliminary cytotoxicity test was performed with HT1080 cells.
As a result, the modulus of elasticity of agarose hydrogels with PPP ranged from 0.0084
MPa to 0.0203 MPa, while the compression modulus ranged from 0.0628 MPa to 0.2168
MPa. The dynamics of protein release determined that, at higher concentrations of PPP in

the manufactured hydrogels, the concentration of proteins present in them increased.



Finally, the results of the preliminary cytotoxicity test suggested that PPP-functionalized
agarose hydrogels manufactured under the present methodology contribute to cell viability
in a limited way.

Keywords. Hydrogel, agarose, pressure ulcers, platelet poor plasma, mechanical properties,

protein release.
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Capitulo 1. Problema u oportunidad

1.1 Planteamiento del problema

Uno de los retos que mas ha predominado en el &mbito de la salud a lo largo del
tiempo, han sido las Ulceras cronicas, debido a su alta tasa de incidencia y prevalencia, lo
cual trae consigo consecuencias como la disminucion de la calidad de vida de las personas,
y la generacién de sobrecostos por la implementacion de diferentes tratamientos
terapéuticos para las instituciones sanitarias (Remedios Plaza, 2007). Especificamente, las
Ulceras generadas por presion (UPP), segun la Guia de practica clinica para el cuidado de
UPP, se definen como una “lesion localizada en la piel o el tejido subyacente, por lo
general sobre una prominencia 6sea, como resultado de la presion” (Gonzélez-Consuegra et
al., 2014). Se estima que alrededor del 1% al 2% de la poblacion de paises desarrollados,
padecera de UPP en algin momento de su vida, y que tal cifra, puede llegar a aumentar con
el envejecimiento de la poblacion (Jarbrink et al., 2016). En Colombia, la incidencia de
casos nuevos de UPP anualmente oscila entre 7.7% y 26.9%, ocurriendo principalmente en
pacientes mayores de 70 afios (Esparza-Bohoérquez et al., 2016). De acuerdo con el tipo de
lesion que presenta la persona, se puede clasificar como una herida crénica o aguda (Shi et
al., 2020).

Una herida aguda por lo general es una lesion en la piel que con frecuencia logra
cicatrizar por completo en un intervalo de tiempo predecible, segun el tamafio, la
profundidad y la magnitud de la herida. Por otra parte, una herida cronica se caracteriza por
no completar las fases de la cicatrizacion, debido a una patologia persistente, enfermedades
vasculares, trauma repetitivo o presion prolongada, entre otros factores que pueden

ocasionar que la herida no cicatrice a tiempo y/o con la posibilidad de reaparecer (Borda et
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al., 2016). Las infecciones, inmovilidad, necrosis o incluso amputacion, son algunos de los
ejemplos de las consecuencias que se generan por la presencia prolongada de las Ulceras,
reduciendo la calidad de vida del paciente (Silva et al., 2018) (Raffetto et al., 2020).

Una de las alternativas terapéuticas empleadas cominmente en el tratamiento de las
UPP es el uso de apositos, los cuales son un tipo de vendaje que permiten proteger la herida
del contacto con el medio externo. Los apositos pueden clasificarse como: apdsitos
convencionales (gasas, algodon y vendajes) cuya funcion es dar proteccion a la herida; y
apositos avanzados (hidrogel, hidrocoloide, espuma y peliculas) los cuales, ademas de
cumplir el papel de barrera, ofrecen diferentes propiedades que contribuyen a la
cicatrizacion de la herida (Shi et al., 2020).

A pesar de ello, estos tratamientos presentan desventajas y algunos aspectos por
mejorar; por ejemplo, muchos de ellos no pueden ser utilizados en heridas infectadas o
necroticas, y otros no pueden ser aplicados sobre heridas con exudado abundante o sobre
superficies irregulares. Adicionalmente, algunos requieren un revestimiento extra como
barrera protectora, debido a que no presentan las caracteristicas potenciales para la
cicatrizacién, o incluso, en algunos casos, el tamafio limitado del ap6sito no logra ocupar el
area de la herida (Skérkowska-Telichowska et al., 2013).

No obstante, los hidrogeles poseen ciertas caracteristicas que los hacen Ilamativos,
debido a que proporcionan un ambiente himedo, facilitan la eliminacion del tejido
necrotico, son adecuados para heridas con exudado de minimo a moderado, y su tasa de
degradacion es ajustable, lo cual lo hace apropiado como vehiculo de moléculas bioactivas,
convirtiéndolo en una opcién adecuada para su aplicacion en el tratamiento de las UPP (Shi
et al., 2020). Aun asi, aungue los hidrogeles garantizan un ambiente adecuado para la

herida, al no presentar moléculas bioactivas que promuevan la division y proliferacion
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celular, contribuyen de manera limitada en la cicatrizacion o reparacion del tejido.
Asimismo, debido a la prevalencia e incidencia de las UPP en la poblacion, se requiere de
nuevas estrategias de tratamiento que involucren el desarrollo de apésitos bioactivos
efectivos, capaces de proporcionar condiciones adecuadas que permitan una completa
cicatrizacion y que, a su vez, posean caracteristicas similares al tejido afectado, como lo

son las propiedades mecéanicas (Vivcharenko et al., 2021).

1.2 Justificacion

En los ultimos afios, diversos estudios en el campo de biomateriales promueven el
uso de polimeros como una alternativa para el desarrollo de nuevos apo6sitos, destacandose
algunos polisacéridos (alginato, celulosa, agarosa, quitina, quitosano), asi como
proteoglicanos y proteinas (colageno, gelatina, fibrina, queratina, fibroina de seda)
(Mogosanu & Grumezescu, 2014). Particularmente, se ha encontrado que las algas, uno de
los recursos més abundantes y poco reconocidos, son fuente de una gran variedad de
polisacéridos que prometen ser excelentes candidatos para el tratamiento de Ulceras, debido
a las propiedades y efectos biol6gicos que poseen (Kumar et al., 2019). Entre ellos, la
agarosa es uno de los polisacaridos que sobresale, gracias a las caracteristicas y beneficios
que ofrece; principalmente se resalta su biocompatibilidad y su caracter altamente hidrofilo,
los cuales favorecen su uso para la formacion de recubrimientos y peliculas; ademas, su
naturaleza termorreversible y demas caracteristicas fisicoquimicas, posibilitan procesos
como el crecimiento celular y la administracion controlada de farmacos (Zarrintaj et al.,
2018).

Sin embargo, la agarosa por si sola no garantiza una apropiada adhesion celular, ni

una buena reparacion tisular, razon por la cual, se han realizado diferentes experimentos
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donde se modifica su estructura y se potencializan sus propiedades, mediante su
reticulacion con diferentes biopolimeros como lo son el colageno, la fibrina, la gelatina, el
quitosano, la celulosa y diferentes factores de crecimiento (Kumar et al., 2019) (Zarrintaj et
al., 2018).

Uno de los productos que llama la atencion en la cicatrizacion de heridas ha sido el
Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) debido a que contiene proteinas como la fibrina, la cual
desempefia un papel importante durante las etapas de hemostasia y coagulacién (Zhang et
al., 2020). Ademas, el PPP, también conocido como pegamento de fibrina, tiene funciones
importantes sobre las lesiones, ya que previene las adherencias y reduce significativamente
el tamafio de la herida, permitiendo la accion angiogénica temprana (Shahidi et al., 2018).

Si bien, se han logrado obtener importantes avances por parte de investigaciones
preliminares, en cuanto a la curacion y cicatrizacion de ulceras por medio de apdsitos a
base de agarosa, existen algunos aspectos que aun no se han logrado solventar de manera
eficaz. Al combinar hidrogeles de agarosa con PPP se tiene la posibilidad de que los
hidrogeles presenten propiedades mecanicas idoneas, que proporcionen una posible
solucion a estas lesiones, abriendo paso a proyectos futuros que implementen el PPP como
tratamiento de las UPP. Por tal motivo, en este proyecto se busco evaluar las propiedades
mecanicas y dinamica de liberacion de proteinas de hidrogeles a base de agarosa
funcionalizados con PPP, como una nueva alternativa de apositos terapéuticos con
potencial uso para la cicatrizacion de UPP.

1.3 Pregunta problema
¢Como influye el PPP en las propiedades mecanicas de los hidrogeles a base de

agarosa con potencial uso para la cicatrizacion de UPP?
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1.4 Objetivo general
Evaluar las propiedades mecanicas de hidrogeles a base de agarosa, funcionalizados
con PPP mediante ensayos de tension y compresion, para su posible aplicacion futura en la
cicatrizacion de UPP.
1.5 Objetivos especificos
1. Fabricar hidrogeles a base de agarosa funcionalizados con PPP, variando la
concentracion del polimero, para el eventual estudio de sus propiedades.
2. Caracterizar los hidrogeles a base de agarosa funcionalizados con PPP en funcién de
las propiedades mecénicas y la dindmica de liberacion de proteinas, contribuyendo

para futuras investigaciones en su posible aplicacion en la cicatrizacion de UPP.
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Capitulo 2. Marco teorico

2.1 La piel y sus propiedades mecanicas

La piel esta constituida por una serie de capas conocidas como epidermis, dermis e
hipodermis (figura 1). La epidermis es la mas superficial de las tres, su funcién radica en la
proteccion de las estructuras subyacentes y demas tejidos internos, contra diversos factores
como la deshidratacion o el ingreso de agentes patdgenos. Morfoldgicamente, consiste en
un epitelio estratificado conformado por queratinocitos provenientes del estrato basal (una
capa de matriz extracelular que delimita a la epidermis de la dermis) que se diferencian
constantemente hasta llegar al estrato corneo (la capa mas externa de la epidermis)
(Thieulin et al., 2020) (Wong et al., 2016). La dermis, por su parte, estd compuesta de dos
regiones: la dermis papilar, caracterizada por la presencia de finas fibras de colageno
entretejidas con fibras elasticas; y la dermis reticular, que comprende fibras de colageno y
fibras elasticas mucho mas gruesas (Wong et al., 2016) (Mikesh et al., 2013). La méas
intima de las tres, la hipodermis, esta formada por tejido adiposo y tejido conectivo laxo;
consta de proteoglicanos, glucosaminoglicanos y fibroblastos; interviene en la homeostasis
cuténea, y la cicatrizacion de heridas, entre otros procesos (Wong et al., 2016) (Shook et

al., 2016).
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Figura 1.
Capas de la piel.

Adaptado de: (Gaboriau & Murakami, 2001).

La respuesta mecanica de la piel ante fuerzas tanto externas como internas, depende
de las proteinas y moléculas inmersas en los diferentes estratos que la componen.
Principalmente, se destacan la queratina, la elastina y los diferentes tipos de colagenos (por
ejemplo, el tipo I, 11, 111 y V1) (Mikesh et al., 2013). En conjunto, garantizan que la tension
que experimenta la piel cuando se expone a algun tipo de fuerza que la deforma sea minima
(Wong et al., 2016), y que el tejido se tensione 0 comprima de manera reversible, sin que
ocurra algun tipo de dafio estructural (Pedersen & Jemec, 2006). En particular, las fibras de
colageno son las responsables de dar a la piel cierto grado de rigidez y resistencia
mecanica. Se ha encontrado que el valor de la resistencia a la traccion en la dermis de la

zona facial llega a ser desde 5 hasta 15 MPa, o de entre 1 a 5 MPa en la hipodermis de esa
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misma zona (Gallagher et al., 2012) (Silver et al., 2001). Las fibras elasticas, por otro lado,
Ilegan a tener un modulo de Young de hasta 1 MPa, confiriendo la elasticidad que se
necesita para que la estructura se estire hasta cierto punto de manera reversible (Gosline et
al., 2002).

2.2 Ulceras por presion (UPP)

Las UPP hacen referencia a una lesion que se origina en la piel, producida
generalmente por una fuerza intensa y/o prolongada debido al peso corporal o por una
friccién constante sobre una prominencia 6sea. EI grado de lesion va a depender de las
condiciones a las que el tejido esté expuesto, teniendo en cuenta factores como nutricion,
perfusion, entre otros (Mervis & Phillips, 2019).

Cuando la fuerza generada excede la presion de llenado de los capilares arteriales
(32 mmHg) y la presién de salida del capilar venoso (8-12 mmHg), el flujo sanguineo
disminuye causando hipoxia por falta de irrigacion, lo cual potencia la aparicion de necrosis
tisular (Mervis & Phillips, 2019).

2.2.1 Caracteristicas fisiopatoldgicas de las UPP

Las UPP presentan diferentes etapas segun el grado, profundidad y exposicion de la
herida. La primera etapa “piel sana con enrojecimiento superficial”, presenta eritemas
(trastorno de piel) blangueantes y no blanqueantes; estos se clasifican asi debido a que, al
ejercer presion sobre la piel con eritema, esta se torna o no de color blanco. Para la segunda
etapa se observa la pérdida parcial del espesor con dermis expuesta, donde el tejido adiposo
no es visible, no se presentan granulaciones, hematomas o escaras; se puede apreciar como
una lesion brillante y de color rojo o rosado. Por su parte, la tercera etapa se caracteriza por

la pérdida total del espesor de la piel, en el que el tejido adiposo se encuentra
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comprometido, adicionando la presencia de granulacion o bordes enrollados de la herida.
Finalmente, para la cuarta etapa ocurre una pérdida total del espesor de la piel y tejido, en
la cual se observan las estructuras anatémicas como cartilago, hueso, musculo o tendon,
ademas de la aparicién de escaras (Edsberg et al., 2016). Debido a esto, las Ulceras se
pueden clasificar en agudas o cronicas, donde, las UPP agudas se consideran entre la
primera y segunda etapa (no hay tejido adiposo visible); y las crénicas entre la terceray la
cuarta (tejido adiposo visible).

Las Ulceras cronicas en comparacion con las agudas presentan diferentes tipos de
complicaciones como dolor excesivo, supuracion, fiebre, inflamacion, entre otros. Estas
Ulceras son dificiles de tratar debido a que su proceso de cicatrizacion se lentifica por la
ausencia de células cutaneas, factores de crecimiento y citocinas; por lo tanto, las fases de
cicatrizacién suceden de manera asincronica y tardia (de capas externas a capas internas), lo
cual conlleva a la dificultad de la reparacion epitelial, pues el 50% de estas Ulceras cronicas

permanecen abiertas durante dias/ meses e incluso afios (Suthar et al., 2017).

2.2.2 Proceso de cicatrizacion de una UPP

En un proceso de cicatrizacion normal (ver figura 2), se empieza por la hemostasia
(de 0 a 15 minutos), donde ocurren cambios visibles del tejido como la formacion del
coagulo por la accion de la fibrina y plaquetas, las cuales proporcionan la interrupcion del
sangrado y permiten observar el blanqueamiento de la herida, potencializando la
produccion de factores de crecimiento, ademés de inducir una adecuada migracion celular.
Seguidamente, se produce una inflamacion caracterizada por suministrar propiedades
antiinfecciosas con presencia de dolor, hinchazon, fiebre local y eritemas; esta etapa “hace

un llamado™ a las células inflamatorias, donde las primeras en llegar son las
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polimorfonucleares, que ayudan a la limpieza de desechos y elementos extrafios presentes
en la herida mediante la accion de los macrofagos y neutréfilos (Alven & Aderibigbe,
2020).

Figura 2.

Fases de la cicatrizacion.

A B C D
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— Cuerpos extranos = SO
— » >

Vasos sanguineos ® Macrofagos

Epidermis z

P . Neutrofilos
A~~~ Epidermis madura ° QustatinocitoS

Adaptado de: (Jiang et al., 2018).

Posteriormente, la herida entra en la fase de proliferacion que se caracteriza por la
granulacion del tejido, donde se producen los fibroblastos que dan origen a la matriz
extracelular (MEC) basada en colageno, glucosaminoglicanos y proteoglicanos, junto con
factores de crecimiento, para reemplazar la matriz de fibrina. Adicionalmente, ocurre el
proceso de angiogénesis en el que los vasos sanguineos dafiados son reemplazados por la
accion de los factores de crecimiento y citocinas producidas en la fase inflamatoria.
Asimismo, la granulacién del tejido permite la migracion de queratinocitos ayudando a la
regeneracion de este y recuperando la funcion epitelial. La cicatrizacion finaliza con la
etapa de remodelacion, donde el tejido granulado se transforma de inmaduro a maduro,

gracias a que el colageno tipo | es reemplazado por el colageno tipo Il (Jiang et al., 2018).
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2.2.3 Prevenciones y tratamientos de las UPP

Las practicas de prevencion de UPP tienen como objetivo principal, evitar la
generacion de presiones constantes y excesivas sobre la piel de los pacientes. Como
recomendacion, el Panel Asesor Nacional de Ulceras por Presion (NPUAP) sugiere realizar
una evaluacion de riesgos para identificar los pacientes mas propensos a la aparicién de
UPP (Arnold, 2003). Dicha identificacion puede hacerse a través de la escala de Norton o la
escala de Braden, donde se evaluan diferentes condiciones del paciente, como lo son el
estado fisico, mental, la actividad fisica, movilidad y continencia urinaria o fecal. En
especifico, a cada uno de estos factores se les asigna un valor segun la escala y se suman
los puntos obtenidos para dar un diagndéstico del riesgo representativo (Hamm, 2007).
Ademas de esta deteccion de factores de riesgo, también se propone el mantenimiento del
tejido, donde se aconseja conservar la piel limpia y proporcionar hidratacién a pieles
demasiado secas; asi como realizar cursos de educacion sobre la prevencion de las UPP
(Arnold, 2003).

Otras de las prevenciones, hace énfasis en el movimiento de los pacientes que se
encuentran en camilla, de manera que se eviten presiones prolongadas en la superficie y asi
evadir la posible formacién de una UPP. Estos movimientos de reposicionamiento, segln
los cientificos, deben realizarse cada 2 horas, aunque también depende del paciente y sus
condiciones. lgualmente, los elementos que sean utilizados por el paciente (almohada,
camas, sillas, cojines), deben asegurar el alivio de la presién (Arnold, 2003).

Asimismo, se proporcionan alternativas de tratamiento como el desbridamiento, en
el cual se elimina el tejido afectado y, segun la situacidn general del paciente, se elige
realizar el tipo de desbridamiento (autolitico, enzimatico, osmotico, cortante o

quirargico). Adicionalmente, se debe garantizar la limpieza de la herida haciendo uso de
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agentes topicos no toxicos, como lo son las soluciones salinas, para evitar las infecciones y
complicaciones que puedan presentarse (Zaratkiewicz et al., 2020).

Los tratamientos para UPP que actualmente son utilizados, corresponden a las
estimulaciones eléctricas, el uso de oxigeno hiperbarico, ultrasonido, agentes topicos
biosintéticos, terapia de presion negativa y terapia ultravioleta (Arnold, 2003).Sin embargo,
una de las soluciones cominmente empleadas debido a su eficacia, es el uso de apositos,
los cuales proporcionan ambientes ideales para la curacion de heridas (Jones et al., 2006).

Los apdsitos son recubrimientos superficiales que son colocados en la herida para
brindar proteccidn de agentes externos nocivos; ademas, proporcionan un ambiente idoneo
para la reepitelizacion y la cicatrizacion de la Ulcera, debido a que absorben exudados,
previenen infecciones, son biodegradables, no toxicos, faciles de esterilizar, permeables a
los gases, y detienen el sangrado, entre otros beneficios. Asimismo, deben ser capaces de
proporcionar humedad y mantener la temperatura corporal para permitir la regeneracién del
tejido (Alven & Aderibigbe, 2020).

Las diversas formas en las que se puede encontrar un ap6sito son: gasas,
hidrocoloides, espumas, peliculas, nanofibras, parches transdérmicos, esponjas e hidrogeles
(Alven & Aderibigbe, 2020) (Zaratkiewicz et al., 2020). Los hidrogeles son andamios
hidrofilicos compuestos de redes tridimensionales, donde, los intersticios se encuentran
Ilenos de agua; y se pueden disefiar a partir de diferentes materiales poliméricos, como
biopolimeros y polimeros sintéticos (Alven & Aderibigbe, 2020). Son utilizados para la
curacion y cicatrizacion de heridas debido a sus grandes ventajas, entre las cuales se
encuentran la capacidad de humidificar por su alto contenido de agua, son flexibles,
porosos, capaces de desbridar incluso tejido necrético; ademas de ser altamente

biocompatibles, y reducir el dolor significativamente (Alven & Aderibigbe, 2020)
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(Eisenbud et al., 2003). Adicionalmente, se ha comprobado segun estudios de investigacion
realizados por David Eisenbud, que los hidrogeles son una de las mejores opciones para
facilitar la reparacion de UPP, siendo mayormente eficaces que las gasas y otros productos
sustitutos, puesto que tienen la capacidad de controlar la hidratacion superficial de la herida

y absorber el exceso de exudado (Eisenbud et al., 2003).

2.3 Hidrogeles de agarosa

La agarosa es un polisacarido y un polimero natural, que es tomado a partir de
recursos naturales como lo son las algas rojas marinas. Este copolimero se constituye por
unidades de repeticion beta-D-galactosa y 3,6-anhidro-alfa-L-galactosa (figura 3). Los
hidrogeles de agarosa pueden ser un candidato atractivo en los estudios biomédicos del area
de ingenieria de tejidos, puesto que, entre otras cosas, presentan una alta biocompatibilidad
y pueden ser facilmente mezclados con otros componentes con el fin de controlar sus
propiedades (Lopez-Marcial et al., 2018).

Figura 3.

Estructura molecular de la agarosa.
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Adaptado de: (Lépez-Marcial et al., 2018).
La reticulacion de hidrogeles de agarosa depende de factores como la temperatura,

la concentracion de agarosa, el tipo de solvente, entre otros; y puede ser dividida en tres
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etapas: induccion, gelificacion y pseudo-equilibrio. En la figura 4 se observa la
representacion grafica del proceso de gelacion de la agarosa. En breve, inicialmente, en la
etapa de induccidn, ocurre un proceso denominado mecanismo de nucleacién y
crecimiento, en el cual los polimeros dispersos en la solucion de agarosa (etapa A)
comienzan a agruparse hasta formar nucleos ricos en polimeros (etapa B). A medida que
avanza el tiempo, los nucleos tienden a crecer y a formar una red; se inicia la fase de
gelificacion, y la distancia £ entre los nucleos vecinos aumenta continuamente (etapas B, C,
D); en otras palabras, el tamafio del poro aumenta con el tiempo. Culminando la fase de
gelificacién (hacia la etapa E), las cadenas de agarosa se inmovilizan en los nucleos,
formando uniones fibrosas. A tal punto, casi la totalidad de los polimeros ya se encuentran
agrupados en los nacleos, por lo que la distancia entre los nGcleos vecinos deja de
aumentar, en otras palabras, el tamafio del poro permanece constante hasta gelificarse por

completo (fase de pseudo-equilibrio) (Xiong et al., 2005).
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Figura 4.

Representacion esquematica de la gelacion de agarosa.
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Adaptado de: (Xiong et al., 2005).
Nota: Polimeros dispersos en la solucion (A), formacidn de nlcleos compuestos por fases
ricas en polimeros (B), crecimiento de nucleos y formacidn de red de fases ricas en
polimeros (C), aumento del tamafio del poro y continua el crecimiento de ndcleos (D),
inmovilizacion y coagulacion de las fases ricas en polimeros (E).

Junto a lo anterior, cabe mencionar que la reticulacién de agarosa se da por medio
de enlaces glucosidicos B(1-4) entre la p-D-galactosa y la 3,6-anhidro-a-L-galactosa, dando
la unidad basica de disacarido 1lamada neoagarobiosa; y a(1-3) entre 3,6-anhidro-a-L-
galactosa y B-D-galactosa, dando la unidad bésica de disacarido llamada agarobiosa (ver
figura 5). La unién repetitiva de dichas unidades da lugar a la formacién de la estructura

reticulada de la agarosa (Zucca et al., 2016).
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Figura 5.

Estructura del eje central de la agarosa
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Adaptado de: (Zucca et al., 2016).

Los hidrogeles de agarosa son ampliamente utilizados debido a su capacidad de
almacenamiento de agua, nutrientes y oxigeno, los cuales permiten recrear la MEC. Las
propiedades de estos hidrogeles dependen en mayor parte de la concentracién de la agarosa,
el tipo de agarosa y las caracteristicas que presenten los componentes con los que se
mezcle. Segun un estudio realizado por Ainhoa Irastorza, los hidrogeles de agarosa al 3%
tienen moédulos de elasticidad 50 veces mayores que los de 0,3%; por lo cual, los hidrogeles
que poseen alto grado de concentracion presentan un modulo de elasticidad mayor.

Otra caracteristica importante es la biocompatibilidad de la agarosa, la cual permite
que sea utilizada en diferentes aplicaciones sin que se presente algln tipo de reaccion
adversa como la infeccion o la inflamacién del tejido. De igual manera, a través de pruebas
in Vivo 0 ex Vivo, es posible determinar propiedades adicionales como la adhesion, la

migracion y diferenciacion celular que el hidrogel induzca (Irastorza-Lorenzo et al., 2021).
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2.4 Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento (GF, Growth Factor por sus siglas en inglés) son
biomoléculas que intervienen en diferentes cascadas de comunicacion celular.
Especificamente, se encuentran implicados en procesos como la proliferacion, la migracion
y la diferenciacion celular (Park et al., 2017). Dentro de los diferentes tipos de factores de
crecimiento que son relevantes en los procesos de cicatrizacion de heridas, sobresalen el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), el factor de
crecimiento de fibroblasto basico (bFGF), el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEFG) v los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) (Barrientos et al.,
2008).

En el caso de los PDGF, tras ocurrir una herida o lesion, las plaquetas se encargan
de secretar dichos factores con el fin de estimular la division celular y permitir una serie de
interacciones quimicas entre los neutrofilos, macrofagos y fibroblastos con la herida.
Adicionalmente, los PDGF inducen al desbridamiento tisular y a la generacion del tejido de
granulacion; regulan la produccion de factores implicados en la reepitelizacion, y

promueven la formacién de fibroblastos y de MEC (Barrientos et al., 2008).

2.4.1 Plasma rico en plaquetas (PRP)

El PRP se caracteriza por sus propiedades quimiotécticas y por presentar moléculas
de adhesion celular y citocinas. Estas Gltimas, las citocinas, son clave para el crecimiento y
diferenciacion de células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) (Zhang et
al., 2020). Dentro de sus componentes, se incluyen los siete factores de crecimiento
proteicos fundamentales que las plaguetas secretan activamente para iniciar la cicatrizacion

de todas las heridas. Estos factores de crecimiento comprenden los tres isomeros del PDGF
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(PDGFaa, PDGFBB y PDGFaf), dos de los factores de crecimiento transformantes-f3
(TGFB1 y TGFB2), el VEGF vy el factor de crecimiento epitelial. Adicionalmente, contiene
3 proteinas que actian como moléculas de adhesion celular para la osteoconduccion, y
como matriz para la migracion del hueso, el tejido conectivo y el epitelio. Estas moléculas
de adhesion celular son la fibrina, fibronectina y vitronectina (Marx, 2004).

Dependiendo del método de obtencidn y de la proporcion de sus componentes, el
PRP puede clasificarse como PRP puro (P-PRP), en caso de que la presencia de leucocitos
dentro de la concentracion de plasma sea nula; o como L-PRP, si ademas de plaquetas,
también se encuentran leucocitos dentro del plasma (Anitua et al., 2013). Al ser un
producto de caracter autélogo y por sus amplias propiedades, ha sido utilizado en distintos
tipos de tratamientos quirurgicos en tejidos blandos y duros, cirugia cosmética, la calvicie y

heridas cronicas (Matsui & Tabata, 2012).

2.4.2 Plasma pobre en plaquetas (PPP)

A pesar de ser un subproducto del proceso de centrifugacion de la sangre total
anticoagulada para obtener el PRP, considerado como desecho bioldgico, el PPP cuenta con
una serie de componentes importantes de la MEC como lo son el fibrindgeno, la
fibronectina y la trombina, los cuales participan en los procesos de hemostasia y
coagulacion, y fomentan la mitosis de fibroblastos y células epiteliales (Pietrzak et al.,
2007) (Shi et al., 2020).

Aunque estudios como el realizado por Zhang et al, reportan que la concentracion
de plaquetas en el PPP no es tan alta como en el PRP (6x10* plaquetas/ml en el PRPy
0.5x108 plaquetas/ml en el PPP), se ha demostrado que el PPP también puede mantener el

crecimiento y la supervivencia celular (Caceres et al., 2008). De igual manera, el PPP
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promueve las funciones celulares asociadas a la cicatrizacion de heridas y acelera la
migracion celular y la proliferacion de fibroblastos (Caceres et al., 2012) (Miroshnychenko
et al., 2016). En otros estudios, se ha optado combinar MSC junto a PRP y PPP para
determinar los efectos que se obtienen con cada uno de estos compuestos. Tras realizar
varios experimentos, se llego a la conclusién de que la mezcla de MSC y PPP promovio la
formacion mayor de tejido 6seo que en el caso de la mezcla con PRP (Tajima et al., 2007).
De igual manera, investigaciones adicionales utilizaron el PPP para cultivar células madre
provenientes de la médula 6sea (BM-MSC), células madre provenientes de cordon
umbilical humano (HUC-MSC) o células madre provenientes del tejido adiposo humano
(AD-MSC), en lugar de otros componentes como el suero bovino, puesto que se lograban

obtener resultados mas satisfactorios (Zhang et al., 2020).

2.5 Formacion de hidrogeles de fibrina

La fibrina es uno de los principales componentes que permite la formacion del
coagulo durante la fase de hemostasia en el proceso de cicatrizacion de heridas. Sin la
participacién de la fibrina en este primer estadio, no seria posible iniciar el proceso, y la
cascada de los sucesos que ocurren durante la cicatrizacion se veria interrumpida (Weisel &
Litvinov, 2017)

En esencia, la fibrina proporciona a los coagulos y trombos una elasticidad que es
importante para su funcién hemostéatica, obstructiva y estable, asi como también determina
la funcionalidad de varios procesos celulares, incluyendo la adhesion, migracion,
proliferacion y diferenciacion, cicatrizacion de heridas, angiogénesis, inflamacion, etc.

Ademas, la fibrina es un biopolimero versétil, que muestra un gran potencial en la
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regeneracion de tejidos y cicatrizacion de heridas (Kumar et al., 2019) (Litvinov & Weisel,
2017) (Gallagher et al., 2012) (Litvinov & Weisel, 2016).

Los hidrogeles de fibrina son formados por agregacion de calcio al plasma ya que
esto permite llevar a cabo la cascada de coagulacion por 3 vias: intrinseca, extrinseca y
comun (ver figura 6); esta cascada al ser dependiente de calcio, no se completa solamente
con la extraccion de sangre porque el citrato de sodio que contiene actla como un
anticoagulante. Una vez el calcio es agregado al plasma, se activan factores
secuencialmente que llevan a la polimerizacion del fibrindgeno y formacién de la red
tridimensional de fibrina que finalmente faculta la obtencién de una estructura gelificada
del plasma, ademas de permitir la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento (Sierra
Sanchez & Brito Lizarazo, 2021)
Figura 6.

Vias de la cascada de coagulacion
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Tomado de: (Sierra Sanchez & Brito Lizarazo, 2021).
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Nota. La via intrinseca (color rojo) o de activacion y la via del factor tisular o extrinseca
(color verde), inician la cascada de coagulacion, mientras que la via comdn (color negro) es
donde todas confluyen, donde a su paso se activan siete factores de coagulacion,
(preacelerina: factor V, protrombina: factor I, proconvertina: factor VI, factor
antihemofilico beta: 1X, factor Stuart: X, tromboplastina plasmatica: XI y factor Hageman:

X11)
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Capitulo 3. Estado del arte

Los apdsitos bioactivos tipo hidrogel a base de polimeros naturales han sido objeto
de estudio en los Gltimos afios. Dentro de los polimeros naturales se destaca la agarosa, la
cual presenta caracteristicas singulares que la convierten en un material factible para
aplicaciones en el area de ingenieria de tejidos. Adicionalmente, algunos apositos pueden
emplearse para la liberacion de farmacos o moléculas bioactivas, entre ellos los GFs,
debido a que contribuyan en la curacion de heridas cronicas, como son las UPP (Kumar et
al., 2019). A continuacion, se discuten estudios relacionados con el desarrollo de hidrogeles
a base de agarosa y el potencial uso de GFs para la regeneracion de heridas.

Existen diferentes tipos de polimeros que son los principales materiales para la
elaboracion de hidrogeles, y dependiendo de su concentracion, pueden presentar
caracteristicas que permiten la inmovilizacion de diferentes factores o farmacos que ayudan
en la cicatrizacion. La agarosa es un polimero natural, usado cominmente para la
elaboracion de hidrogeles y dependiendo de su concentracion, pueden variar sus
propiedades, inmovilizar diferentes factores. En particular, en un estudio se disefiaron
hidrogeles de agarosa con concentraciones al 0,5%, 1%, 2% y 3%, los cuales contenian
antibidticos (minociclina o gentamicina) para el cuidado de heridas y quemaduras, con el
fin de estudiar la estabilidad, pH, viscosidad y propiedades de liberacion del farmaco a
temperatura ambiente. Los resultados demostraron que los hidrogeles de agarosa al 0.5%
eran Optimos en términos de viscosidad y pH (entre 6.75 y 6.90) para el cuidado de heridas.
Ambos antibidticos permanecieron estables en el hidrogel durante al menos 7 dias y su
liberacion era relativamente lenta en el tiempo. Este estudio demostrd que la tasa de
liberacion del farmaco se puede modificar de acuerdo con la concentracion de agarosa,

haciendo que el hidrogel presente mayor o menor viscosidad. Asimismo, los experimentos
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en porcinos demostraron que los hidrogeles de agarosa junto con antibioticos disminuian la
profundidad de la herida y reducia el nimero de bacterias (Grolman et al., 2019).

De igual manera, la agarosa se ha logrado combinar con otros compuestos para
obtener diferentes propiedades, que pueden ser de interés en aplicaciones como la
cicatrizacion de heridas. En un estudio realizado por Miguel et al, por ejemplo, se
desarroll6 un hidrogel de quitosano-agarosa termorresistente para la regeneracion de la piel,
donde se mostro que el hidrogel proporcionaba un entorno adecuado (ambiente humedo,
hidratacién de herida, intercambio de nutrientes y gases, y promocién de la proliferacion
celular). Adicionalmente, no se presentaron rastros de infeccion bacteriana en el lugar de la
herida y los autores sugieren que la adicion de GFs ayudaria a potencializar la reparacion
de la herida (Miguel et al., 2014).

Por otra parte, en algunas investigaciones se ha implementado el uso de plaquetas
para la curacion de heridas (Carter et al., 2003) (Crovetti et al., 2004), “dado que se sabe
que el PDGF mejora la regeneracion dérmica, promueve la sintesis local de proteinas,
coladgeno y la migracion endotelial o angiogénesis” (Judith et al., 2010). En este contexto,
Crovetti et al, propusieron el uso de gel de plaquetas (PG) para curar heridas crénicas
cutaneas. El estudio se realizé en 24 pacientes que presentaban Glceras cutaneas Unicas o
maultiples con diferente etiopatogenia. En los resultados se observo que 9 pacientes
presentaron cicatrizacién completa de la herida, 9 tuvieron recuperacion parcial, 2 fueron
sometidos a injertos cutaneos y 4 interrumpieron el tratamiento. En cada caso, se evidencio
que hubo un aumento en la formacion de tejido de granulacion después de las primeras
aplicaciones del PG, y posteriormente, se obtuvo una epitelizacion completa. Finalmente,
se menciona que los geles ayudaron a reducir el dolor en todos los pacientes tratados

(Crovetti et al., 2004). De manera similar, Judith et al, evaluaron el potencial de un gel que
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contiene PDGF para mejorar la cicatrizacion y reducir el tiempo de cierre de la herida. En
los resultados se evidencid que las heridas tratadas con dicho gel a base de polimeros
(quitosano y colageno) y PDGF, optimizo la granulacion de tejido sano, mejord la
cicatrizacion de la herida y, por ende, ayudo a que se redujera el tiempo de cierre de la
herida (Judith et al., 2010).

Por otra parte, también se ha reportado en la literatura, que otras clases de hidrogel
comunmente implementadas para el tratamiento de las UPP son los apdsitos impregnados
con miel, yodo e incluso plata, que, gracias a sus propiedades antimicrobianas y
antinflamatorias, evitan la generacion de infecciones y con ello, contribuyen en cierta
medida con el proceso de cicatrizacion (Dumville et al., 2015). Asi mismo, hidrogeles de
glicerina combinados con enzimas endopeptidasas, han demostrado mantener un ambiente
himedo en la herida, brindar proteccion contra factores como contaminantes externos, y
ayudar al proceso de curacion de heridas activando varios efectos inmunomoduladores
dentro de los cuales participan células como los macréfagos y los eosinofilos (Parnell et al.,
2005).

De acuerdo con la informacion anteriormente presentada, se abre la posibilidad de
elaborar apésitos tipo hidrogel de agarosa funcionalizado con PPP como una potencial
alternativa para el tratamiento clinico de UPP, con el fin de evaluar sus propiedades

mecanicas y su dindmica de liberacién de proteinas.
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Capitulo 4. Metodologia

4.1 Fabricacion de hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP

Con el proposito de fabricar hidrogeles a base de agarosa y funcionalizarlos con
PPP para posteriormente evaluar sus propiedades mecénicas y dindmica de liberacion de
proteinas, a continuacion, se describe el proceso para la elaboracion de los hidrogeles, asi
como aspectos importantes a considerar durante el desarrollo de la metodologia.

Teniendo en cuenta que la agarosa se disuelve por encima de una temperatura de 60
°C, se prepar0 una solucion stock de agarosa, de la cual se tomé una fraccion de volumen
para ser mezclada con diferentes proporciones de PPP al 100%, con el fin de obtener una
concentracion final de agarosa de 0.5% p/v, 1.5% p/v, 2% p/v y 3% p/v. Asimismo, la
concentracion final de PPP en la solucion precursora se ajusto a 25%, 50% y 75% v/v. Para
cada formulacién de hidrogel, se prepar6 su control respectivo siguiendo este mismo
procedimiento; no obstante, se emple6 PBS en lugar de PPP.

Los volimenes y concentraciones requeridos para cada formulacién se calcularon a
partir de la ecuacion 1 que se muestra a continuacién. Cabe resaltar que para todas las
formulaciones se emple6 un volumen final en la solucién de 6 ml.

C,Vy = C,V,

(1)

Donde, C; es la concentracion de la solucidn inicial, V; es el volumen de la solucién
inicial, C, es la concentracion de la solucion final, y V, es el volumen de la solucion final.

En la tabla 1, se reportan los voliumenes que se usaron de las soluciones de agarosa
y PPP o PBS, para preparar cada una de las formulaciones en estudio. Por ejemplo, para
obtener una solucion de agarosa al 0.5% con PPP al 25%, primero se debi6 preparar una

solucion stock de agarosa al 0.66%, de la cual se tom6 un volumen de 4.5 ml, que se
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mezclé con 1.5 ml de PPP al 100% (en caso de los hidrogeles de PPP) 0 1.5 ml de PBS 1X

(en caso de los hidrogeles de control). Para la preparacion de las demas formulaciones, se

siguio la misma idea del ejemplo mencionado.

Tabla 1.

Volumenes necesarios para la fabricacion de los hidrogeles segun su respectiva

formulacion.
Formulacion ., Volumenes a mezclar
. Concentracion Con_c’entracmn Solucion stock
Concentracion solucidn stock de PPP al 100% o
de agarosa [%] de PPP/PBS agarosa [%] de agarosa PBS 1X [ml]
[%] [mi]

25 0.66 4.5 1.5

0.5 50 1 3 3
75 2 1.5 45
25 1.33 45 15

1 50 2 3 3
75 4 15 45
25 1.99 45 15

1.5 50 3 3 3
75 6 15 45
25 2.66 4.5 1.5

2 50 4 3 3
75 8 1.5 45
25 4 4.5 1.5

3 50 6 3 3
75 12 15 45

Nota. En la columna formulacién se exponen las concentraciones de agarosa y PPP (o PBS)

de los hidrogeles fabricados. Para cada una de las formulaciones se preparé una

concentracion stock de agarosa, la cual fue mezclada con PPP al 100% (o PBS 1X). En

ambas soluciones se registraron las cantidades requeridas para obtener un volumen final de

6 ml. Una vez las soluciones son mezcladas se obtienen los porcentajes planteados.

Después de tener las cantidades a usar de agarosa y PPP segun la tabla anterior, se

procedié a preparar dichas soluciones para la fabricacion de los hidrogeles (figura 7). En
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breve, se peso la cantidad de agarosa correspondiente segun las concentraciones
mencionadas, se mezclé con 10 ml de PBS, y se dej6 reposar durante 10 minutos a
temperatura ambiente. En cuanto a la solucion de PPP, se toma el respectivo volumen
dependiendo de la concentracion final a tener en la solucion, se le adiciono cloruro de
calcio (CaCl,) para obtener una concentracion final de 40 mM; se sometid a vortex suave, y
se transfirio a bafio Maria manteniéndolo a una temperatura de maximo 60 °C. A
continuacion, la solucion stock de agarosa se llevo a un horno microondas con el fin de
disolver la agarosa, y se transfirié a un tubo falcén, el cual se dejo reposar durante 10
minutos en el bafio Maria. En el caso de la fabricacién de los hidrogeles de control, se
prepar6 una solucion de PBS 1X, se tomd el respectivo volumen en un tubo falcén y se
trasladoé al bafio Maria.

Pasado el tiempo, se tomo el respectivo volumen de la solucion stock de agarosa y
se mezclo con la solucion de PPP o PBS en un nuevo tubo falcén; esta solucion fue
sometida a vortex. Seguidamente, la solucion final se transfirié a una placa de 48 pozos,
traspasando 300 pl a cada uno de los pozos hasta agotar la solucion. La placa fue sellada
con parafina y puesta en incubacién por 4 horas a 37 °C. Para cada formulacién en estudio,
se fabricaron al menos 8 geles con el fin de determinar la dindmica de liberacion de

proteinas, y evaluar las propiedades mecanicas.
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Figura 7.

Diagrama del proceso de fabricacion de hidrogeles de agarosa con PPP.
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Nota. En la figura se visualiza el paso a paso a seguir para la fabricacion de los hidrogeles
de agarosa funcionalizados con PPP y de control.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion, cada uno de los hidrogeles se transfirio
a una nueva placa de 24 pozos, donde cada pozo contenia previamente 800 pl de PBS, y se
incubo por 16 horas a temperatura ambiente. Finalmente, los hidrogeles hinchados se
emplearon para realizar la correspondiente caracterizacion mecanica, y cuantificacion de
proteinas tanto en el hidrogel como en cada solucién de hinchamiento.
4.2 Dinamica de liberacién de proteinas

Con el objetivo de evaluar la dindmica de liberacién de proteinas de los hidrogeles

de agarosa funcionalizados con PPP, la concentracion de proteinas se cuantificé por medio
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del equipo Nanodrop en dos momentos: una vez los hidrogeles gelaron, y después de las 16
horas de hinchamiento en PBS. Cabe resaltar que, antes de iniciar la fabricacion de los
hidrogeles, también se midieron las proteinas presentes en la solucién de PPP al 100%, la
cual se sometid a vortex y se usé 2 yl de la muestra para su medicion.

Después del tiempo de gelacion (4 horas), se tomaron 3 hidrogeles de cada
formulacidn y se transfirieron a tubos eppendorf, donde se maceraron y posteriormente se
centrifugaron a 5000 x g durante 5 minutos. Seguidamente, se tomo 2 pl de cada una de las
muestras y se midio su absorbancia. Este procedimiento se llevé a cabo en el equipo
Nanodrop. Los hidrogeles restantes de cada formulacidn se transfirieron a una placa de 24
pozos con PBS para permitir su posterior hinchamiento, como se indico en la seccién
anterior.

Transcurrido el tiempo de hinchamiento (16 horas), se tomaron 5 hidrogeles de cada
formulacidn junto con sus soluciones, y se transfirieron a tubos eppendorf distintos. Los
hidrogeles se maceraron y, junto con sus soluciones, se centrifugaron a 5000 x g durante 5
minutos. Finalmente, se tomaron 2 pl de cada una de las muestras y se midid la absorbancia
empleando el equipo Nanodrop, con el fin de determinar la concentracion de proteinas.
Para las mediciones realizadas en el equipo Nanodrop, se selecciond Albumina (BSA)
como la curva estandar de medicion de proteinas, y se configur6 a una longitud de onda de
280 nm. Adicionalmente, se us6 PBS como el blanco para las mediciones, y cada una de las
muestras se midié por duplicado.

Por otra parte, se llevé a cabo una prueba de liberacion de proteinas en un tiempo
adicional (48 h después de tener los hidrogeles hinchados), empleando las formulaciones de
agarosa al 1.5% con PPP al 25% y 50% (estas formulaciones se seleccionaron a partir de

los resultados obtenidos de las pruebas mecanicas) junto con sus respectivos controles. En
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especifico, para esta prueba, después de las 16 h de hinchamiento, las muestras se
trasladaron a un nuevo plato de 24 pozos, en donde cada pozo contenia 800 pul de PBS, y se
incubaron por 48 horas adicionales. Finalizado el tiempo, se tomaron 5 hidrogeles, se
maceraron, y se centrifugaron a 5000 x g durante 5 minutos junto con sus respectivas
soluciones. Finalmente, se tomaron 2 pl de cada una de las muestras y se midio la

absorbancia en el equipo Nanodrop, usando la curva estandar de BSA.

4.3 Caracterizacion mecanica de los hidrogeles

Con la finalidad de determinar las propiedades mecénicas de los hidrogeles, se
llevaron a cabo pruebas de tension y compresion con el fin de computar los modulos de
elasticidad y compresion, resistencia a la traccion y ductilidad de las muestras. Una vez
finalizadas las 16 horas de hinchamiento, se procedio a realizar la caracterizacion mecénica
de los hidrogeles. Para esto, se utiliz6 un punch de biopsia de 6 mmy se realiz6 un corte
interno en los hidrogeles, obteniendo dos formas diferentes: anillos y discos. Para llevar a
cabo las pruebas de tensidn, se utilizaron las muestras en forma de anillos; los discos, por
su parte, se usaron para las pruebas de compresion. Una vez cortados, se registraron sus
respectivas medidas: diametro externo y espesor (ver figura 8). Se evaluaron como minimo

tres muestras en cada ensayo.



Figura 8.

Proceso de corte de hidrogeles para las pruebas de tension y compresion.
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Nota. En la figura se visualiza el paso a paso a seguir para el proceso de corte de los

hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP y sus respectivos controles.
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Los ensayos de tension se llevaron a cabo con las muestras en forma de anillo, las cuales se

deformaron usando el banco de carga ElectroForce 3200 a una velocidad de 0.1 mm/s, con

una celda de carga de 45 N. Durante el ensayo, cada una de las muestras se llevo hasta su

punto de fractura. Respecto a los ensayos de compresion, se desarrollaron, una vez mas, en

el banco de carga ElectroForce 3200, empleando las muestras en forma de disco, las cuales

se deformaron a una velocidad de 0.05 mm/s, con una celda de carga de 45 N. En este caso,

las muestras se comprimieron el 40% de su altura inicial.
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Los datos registrados por el banco de carga durante los ensayos de tension y
compresion se almacenaron y se usaron para generar la gréafica esfuerzo-deformacion de
cada muestra, con el fin de determinar el mdédulo de elasticidad, de compresion y la
ductilidad. Ademas, en el ensayo de tension, se determino el punto mas alto de la grafica
con el objetivo de identificar la resistencia a la traccion de cada hidrogel, es decir, el
maximo esfuerzo antes de su fractura.

El esfuerzo al que fueron sometidas cada una de las muestras se determind

utilizando la ecuacién 2.

Q
I
|

(2)

Donde o es el esfuerzo que se quiere calcular, F es la fuerza aplicada a cada muestra
en Newtons (N) y A es el area transversal de la muestra en m?. Adicionalmente, la
deformacion que sufrié cada muestra se calculé como la relacion entre el desplazamiento

final del equipo y la longitud inicial de la muestra, mediante la ecuacion 3.

(Lf - Lo)

€ =
L,

(3)

Donde, Lt es la longitud final de la muestra en mmy L, es la longitud inicial de la
muestra en mm. Seguidamente, se hallé el modulo de elasticidad y compresion, el cual se
calculé como la pendiente de la porcion lineal de la curva esfuerzo vs deformacion de cada

ensayo.
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Finalmente, la ductilidad en los ensayos de tension se hallo por medio de la
ecuacion 4, para determinar la capacidad de la muestra a deformarse plasticamente antes de

su fractura.

(Lf - Lo)

Ductilidad (%) = I
(o]

* 100

(4)

Donde, Lses la longitud final de la muestra en mm y L, es la longitud inicial de la
muestra en mm.
4.4 Ensayo preliminar de Citotoxicidad

Con el proposito de evaluar la citotoxicidad de los hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP, se llevo a cabo un ensayo preliminar usando las soluciones de
hinchamiento de los hidrogeles de agarosa al 1.5% con PPP al 25% y 50%, junto con sus
respectivas muestras control, para asi determinar si estas inducian la supervivencia o
proliferacion de las células. Cabe resaltar que, las soluciones de hinchamiento se filtraron
bajo condiciones estériles, por medio de un filtro de PVDF de 0.2 um. En breve, se
cultivaron células HT1080 (pertenecientes a una linea de fibrosarcoma humano) hasta un
90% de confluencia, se tripsinizaron y sembraron a una densidad de 7000 células/cm?en un
plato de 96 pozos. Las células se mantuvieron por 24 h en medio DMEM + 10% de suero
fetal bovino (SFB) en presencia de antibidtico. A continuacion, el medio de cultivo se
reemplazo6 por 200 ul de los tratamientos a evaluar, los cuales consistian en 100 pl de las
soluciones de hinchamiento de los hidrogeles y 100 ul del medio de cultivo (DMEM + 10%
SFB + antibiédtico). Cada uno de los tratamientos con su respectivo control se evalu6
usando un n de 4. Como control positivo, se empleé medio de cultivo diluido en PBS

estéril, usando la misma proporcion que los tratamientos bajo estudio. La citotoxicidad se
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evalud después de 24, 48 y 72 h por medio del ensayo de MTT. Para esto se prepar0 MTT a
un 1 mg/ml, se filtrd bajo condiciones estériles, se agregd 10 pl a cada pozo y se incubo por
4 horas a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el medio se removid, se agregé 100 ul de DMSO
por pozo, y se incubd por 10 minutos a 37 °C, para posteriormente medir la absorbancia en
un espectrofotémetro tipo lector de placas, a una longitud de onda de 570 nm. En la figura
9 se muestra la distribucion de las soluciones de hinchamiento bajo evaluacion. La
viabilidad celular se determind al comparar cada una de las absorbancias obtenidas para las
muestras, con respecto a la obtenida para el control positivo.

Figura 9.

Distribucién de los tratamientos bajo estudio en la prueba de citotoxicidad.
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Nota. En la figura se visualiza la distribucion de las soluciones de hinchamiento de los
hidrogeles de agarosa al 1.5% con PPP al 25% y 50%, junto con sus respectivas muestras

control (PBS), y el control positivo (100 ul de PBS y 100 pl de DMEM + 10% de SFB).
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4.5 Analisis estadisticos

Con el fin de comprobar la reproducibilidad de los resultados, se realizaron al
menos tres réplicas por concentracion y/o experimento, con una repeticion independiente.
Los valores se expresaron como la media + error estandar, y la fiabilidad de dichos
resultados se evalué mediante el analisis de varianza de factor (ANOVA) de una o dos vias,
segun sea el caso, seguido de una prueba post-hoc de Tukey. Cabe acabe aclarar que el
analisis de varianza de factor fue utilizado por el hecho de contar con dos variables de
estudio: la concentracion de agarosa y la concentracion de PPP. Adicionalmente, aquellos

resultados con valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Capitulo 5. Resultados y Analisis de Resultados
5.1 Resultados

5.1.1 Fabricacidn de hidrogeles a base de agarosa funcionalizados con PPP

Desarrollada la metodologia anteriormente planteada, a continuacion, se exponen
los resultados de la fabricacion de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP y sus
respectivas muestras control. En resumen, los hidrogeles se fabricaron usando diferentes
porcentajes de agarosa y PPP en distintas proporciones al incubarlos durante 4 horas a
37°C, e hincharlos por 16 h en PBS. En la figura 10 se incluyen dos fotos representativas
de los hidrogeles con su control, donde se puede apreciar como los hidrogeles control
tenian una apariencia transparente, mientras que, los hidrogeles fabricados con PPP
presentaban una apariencia opaca. De manera similar, se evidencio que, a mayor
concentracion de PPP con la que se fabricaron los hidrogeles, mas intenso era el color que
estos adquirian (figura 11). Respecto a la forma de los hidrogeles, no se encontraron
diferencias entre los hidrogeles control vs los de PPP.

Figura 10.

Fotos representativas de los hidrogeles control y funcionalizados con PPP

Nota. Muestra de hidrogel control (A), muestra de hidrogel de agarosa funcionalizado con

PPP (B).
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Figura 11.

Fotos representativas de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP

Nota. Muestra de hidrogel de agarosa con PPP al 25% (A), muestra de hidrogel de agarosa
con PPP al 50% (B).

Para la fabricacion de los hidrogeles se contempl6 cada una de las formulaciones
propuestas en la tabla 1, a excepcion de los hidrogeles de agarosa de 1.5% y 2% con PPP al
75%, asi como los hidrogeles de agarosa de 3% con PPP al 25%, 50% y 75%. Estos
hidrogeles no pudieron ser fabricados, debido a que las soluciones de agarosa que se
empleaban para dichas formulaciones tenian un tiempo de gelacion muy rapido (gelaban
dentro del balon aforado), impidiendo que fuesen mezclados con su respectiva solucién de

PPP o PBS (ver figura 12).
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Figura 12.

Solucion stock de la formulacion de 2% con PPP 75%, gelificada en el balén aforado.

Nota. La foto muestra la solucién stock de agarosa perteneciente a la formulacién de 2%
con PPP 75%, que se gelifico en el balon aforado sin poder ser traspasada al tubo falcon,
impidiendo su mezcla con la solucién de PPP o PBS.

Por su parte, los hidrogeles obtenidos de las formulaciones de agarosa al 0.5%
finalizadas las 4 horas de incubacion, no lograron gelarse completamente (figura 13), por lo
que se deformaban con facilidad al manipularlos, dificultando la realizacion de los cortes
con el punch de biopsias. Por ello, para permitir que los hidrogeles gelaran por completo,
las formulaciones de agarosa al 0.5% se fabricaron nuevamente, y se incubaron por 28
horas a 37 °C. Al haber sido sometidos a condiciones diferentes, los resultados obtenidos

de dichas formulaciones se analizaron de manera individual.
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Figura 13.

Fotos representativas de los hidrogeles de agarosa al 0.5% control y funcionalizados con

PPP

Nota. Hidrogel control de agarosa al 0.5% finalizadas 4 horas de incubacion (A), hidrogel
de agarosa al 0.5% con PPP finalizadas 4 horas de incubacion (B).
5.1.2 Caracterizacién mecanica de los hidrogeles
5.1.2.1 Ensayo de tension

Con el objetivo de obtener la caracterizacion mecénica de los hidrogeles, se
realizaron las respectivas pruebas de tensién en el banco de carga, finalizadas las 16 horas
de hinchamiento en PBS. A continuacion, se presentan los resultados de los médulos de
elasticidad obtenidos de los ensayos de tension.

En la figura 14, se incluyen fotos representativas de las muestras evaluadas (con

forma de anillo), y el respectivo montaje en el banco de carga.
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Figura 14.

Fotos representativas de las muestras usadas para el ensayo de tensién y su montaje en el

banco de carga.

Nota. Muestra de hidrogel con forma de anillo (A), imagen representativa del montaje que
se utilizo para realizar el ensayo de tension (B).

En la figura 15 se reporta una imagen representativa del comportamiento del
esfuerzo y la deformacidn gue se aplicé a los hidrogeles durante la prueba de tension. El
maodulo de elasticidad es el valor de la pendiente de la region lineal de la gréfica, antes de
Ilegar al punto de fractura de la muestra. No obstante, se presentaron valores dispersos que
dificultaron identificar la regién lineal, es decir, el comportamiento elastico del hidrogel;
por lo cual, se aplicé una media movil para promediar los datos, y de esta manera obtener
una curva suavizada. Por otra parte, la resistencia a la traccion se determiné como el
esfuerzo maximo que puede soportar el hidrogel; es decir, el punto mas alto registrado en la

curva.
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Figura 15.

Curva de esfuerzo vs deformacion de los hidrogeles durante el ensayo de tension.
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Nota. En la figura se visualiza una imagen representativa del comportamiento de los
hidrogeles durante el ensayo de tension. El esfuerzo aplicado aumenta a medida que el
hidrogel se elonga, hasta llegar a su punto de fractura. EI modulo de elasticidad se obtuvo a
partir de la pendiente de la region lineal de la grafica, y la resistencia a la traccion es el
esfuerzo maximo soportado por el hidrogel.

En la figura 16A se reportan los modulos de elasticidad para los hidrogeles de
agarosa funcionalizados con PPP. A partir de estos resultados se pudo evidenciar que, al
momento de aumentar la concentracion de agarosa, incrementd el médulo de elasticidad.
En el caso de los hidrogeles funcionalizados con PPP, las muestras fabricadas con una
concentracion de agarosa del 2%, tuvieron mayor modulo de elasticidad, a diferencia de las
formulaciones de agarosa de 1% y 1.5%. En particular, el modulo de elasticidad para los
hidrogeles de agarosa al 1.5% y 2% con PPP al 25%, fue aproximadamente 1.7 y 2.3 veces
mayor que la formulacion del 1%, respectivamente. De igual forma, para los hidrogeles de

agarosa al 1.5% y 2% con PPP al 50%, el modulo de elasticidad fue aproximadamente 1.6 y
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2.2 veces mayor con respecto a la formulacion del 1%. Por otra parte, se pudo observar que,
los hidrogeles fabricados con las mismas concentraciones de agarosa, pero con diferente
concentracion de PPP, presentaron comportamientos similares en el médulo de elasticidad,
obteniendo diferencias no significativas entre dichas formulaciones. Asimismo, los
modulos de elasticidad de los hidrogeles de agarosa al 1% funcionalizados con PPP
oscilaron entre 0.0087 y 0.011 MPa, mientras que los modulos obtenidos de los hidrogeles
con agarosa al 1.5% estuvieron entre 0.0136 y 0.0151 MPa, y los de agarosa al 2% entre
0.019y 0.20 MPa.

En la figura 16B, se incluyen los mddulos de elasticidad para los hidrogeles control.
De acuerdo con la gréfica, se observé un comportamiento similar al descrito para los
hidrogeles funcionalizados con PPP (figura 16A); ocurriendo que, al incrementar la
concentracion de agarosa presente en los hidrogeles, aumenta el modulo de elasticidad,
siendo mayor el valor alcanzado en la formulacion de agarosa del 2% en comparacion a las
demas formulaciones. Especificamente, el modulo de elasticidad para los hidrogeles de
agarosa al 1.5% y 2% de la muestra control del 25%, fue aproximadamente 1.5y 2.3 veces
mayor que la formulacién del 1%, respectivamente. De igual manera, para los hidrogeles de
agarosa al 1.5% y 2% de la muestra control del 50%, el médulo de elasticidad fue
aproximadamente 1.6 y 2.3 veces mayor con respecto a la formulacion del 1%. Respecto a
los hidrogeles fabricados con la misma concentracion de agarosa, se encontrd que
presentaban médulos de elasticidad similares, sin obtener diferencias significativas.
Particularmente, los hidrogeles con agarosa al 1% presentaron modulos de elasticidad entre
0.009 y 0.011 MPa, mientras que los mddulos de hidrogeles con agarosa al 1.5% fluctuaron

entre 0.014 y 0.016 MPa, y los de agarosa al 2% oscilaron entre 0.021 y 0.023 MPa.
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Figura 16.

Modulos de elasticidad de los hidrogeles funcionalizados con PPP y controles.
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Nota. Mddulos de elasticidad de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP (A),
modulos de elasticidad de los hidrogeles control (B). Los datos se reportan como el
promedio * error estandar, para un n de 3 muestras por formulacion. Las diferencias
estadisticas entre los grupos estan representadas por: * para p<0.033, ** p<0.002, ***

p<0.0002, y **** p<0.0001. En el Anexo | se reporta la estadistica en detalle.
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Al comparar los médulos de elasticidad de los hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP, y sus respectivos controles, se encontraron valores similares entre
las formulaciones que tenian los mismos porcentajes de agarosa; por ejemplo, para los
hidrogeles de agarosa al 2%, no se encontraron diferencias significativas entre las muestras
fabricadas con PPP al 25% y 50%. Este comportamiento también se evidencié para las
formulaciones de agarosa del 1y 1.5%.

Por otra parte, la figura 17 muestra los resultados obtenidos de la resistencia a la
traccion de cada uno de los hidrogeles funcionalizados con PPP y controles. Respecto a los
hidrogeles funcionalizados con PPP (Figura 17A), se observo que los hidrogeles con
formulacién de agarosa al 2% y PPP al 25% y 50%, presentaron los valores mas altos de
resistencia, siendo estos 0.00554 MPay 0.0069 MPa, respectivamente. Asimismo, los
hidrogeles de agarosa al 1% con PPP, mostraron los menores valores de resistencia a la
traccion en comparacion con las demas muestras; en particular, sus valores oscilaron entre
0.0028 y 0.0044 MPa. Los hidrogeles de agarosa al 1.5% con PPP, exhibieron valores de
resistencia muy similares, alrededor de 0.0049 y 0.0051 MPa.

En la figura 17B, se reportan los resultados obtenidos de la resistencia a la traccién
de los hidrogeles control, evidenciando que, al momento de incrementar la concentracion
de agarosa, mayor es el esfuerzo que soporta el hidrogel antes de llegar a la fractura. En
este orden de ideas, los hidrogeles con una concentracion de agarosa al 1%, presentaron los
menores valores de resistencia (entre 0.0038 y 0.0047 MPa); seguidos por los hidrogeles de
agarosa al 1.5% (entre 0.0057 MPay 0.0071 MPa); y finalmente, se encontr6 que las
muestras de agarosa al 2%, soportaban un mayor esfuerzo, estando en un rango entre 0.01

MPay 0.011 MPa.
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Figura 17.

Resistencia a la traccion de los hidrogeles funcionalizados con PPP y controles.
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Nota. Resistencia a la traccion de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP (A),

Resistencia a la traccion de los hidrogeles control (B). Los datos se reportan teniendo como
minimo n=3 muestras por formulacion, como el promedio * error estandar. Las diferencias
estadisticas entre los grupos estan representadas por: * p<0.033, ** p<0.002, *** p<0.0002,

y **** n<0.0001. EI Anexo 2 contiene la estadistica en detalle.
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Al contrastar la resistencia a la traccion de los hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP, y sus respectivos controles, se hallé que las formulaciones con el
mismo porcentaje de agarosa registraron valores similares de resistencia a la traccion. A
excepcion, de los hidrogeles de agarosa al 2%, los cuales presentaban diferencias
significativas entre las formulaciones que contenian PPP y sus respectivas muestras control.
Para los hidrogeles con formulacion de agarosa al 2%, los mddulos de elasticidad de las
muestras control 25 y 50%, fue aproximadamente 1.46 y 2.03 veces mayor con respecto a
los hidrogeles con PPP al 25 y 50%, respectivamente.

Por otro lado, también se computd la ductilidad de cada uno de los hidrogeles bajo
estudio, cuyos resultados se muestran en la figura 18. Los resultados de la ductilidad de los
hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP (figura 18A), mostraron dos
comportamientos: i) al aumentar la concentracidn de agarosa, se obtuvo una disminucién en
la ductilidad de los hidrogeles; y ii) a mayor concentracion de PPP inmovilizado en los
hidrogeles, menor resulto6 ser la ductilidad que presentaban. En el caso de las formulaciones
del 1% de agarosa, los hidrogeles tuvieron una capacidad de deformacion plastica antes de
la fractura, comprendida entre el 3.75 y el 7.52%; mientras que para las formulaciones de
1.5% y 2% de agarosa, estuvieron entre 2.29 a 3.76% y de 0.88 a 2.85%, respectivamente.

En cuanto a la ductilidad de los hidrogeles de agarosa (figura 18B), no se
encontraron diferencias significativas entre las distintas formulaciones control. Sin
embargo, al comparar los resultados se evidencio que, a mayor concentracion de agarosa,
hubo una disminucién en la ductilidad de los hidrogeles, siendo los hidrogeles de agarosa al
1% maés ductiles que aquellos fabricados con agarosa al 2%. También se observo que, para
los hidrogeles control de una misma concentracion de PBS, la ductilidad fue similar, es

decir, el porcentaje de PBS utilizado en los hidrogeles, no afecto la ductilidad de estos. De
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manera particular, los hidrogeles de agarosa al 1%, tuvieron una ductilidad promedio de
3.97%, mientras que los hidrogeles de 1.5y 2% de agarosa presentaron una ductilidad de
3.07%. y 2.52%, respectivamente.

Figura 18.

Ductilidad de los hidrogeles funcionalizados con PPP y controles.
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Nota. Ductilidad de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP (A), ductilidad de
los hidrogeles control (B). Las diferencias estadisticas entre los grupos estan representadas
por: * p<0.033, ** p<0.0021, *** p<0.0002, y **** p<0.0001. EI Anexo 3 contiene el
detalle de la estadistica.

Por ultimo, la caracterizacion mecanica de los hidrogeles de agarosa al 0.5% se
incluye en el Anexo 4, debido a que se deformaban con facilidad al tratar de manipularlos,

impidiendo la toma de los datos durante las pruebas y su analisis.

5.1.2.2 Ensayo de compresion

A continuacion, se presentan los resultados de los médulos obtenidos en los ensayos
de compresion de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP y control. En la figura
19 se incluyen fotos representativas de las muestras evaluadas, y el correspondiente
montaje que se empled para dicho ensayo.

Figura 19.

Fotos representativas de las muestras usadas para el ensayo de compresion y su respectivo

montaje.

Nota. Muestra de hidrogel con forma de disco (A), imagen representativa del montaje que

se utilizé para realizar el ensayo de compresion (B).
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Tal como se menciond en la metodologia, en la seccion de caracterizacion
mecanica, a partir del ensayo de compresion, se colectaron los datos para calcular el
esfuerzo y la deformacidn al que los hidrogeles se sometieron, obteniendo asi un
comportamiento similar al que se muestra en la figura 20.

Figura 20.

Curva de esfuerzo vs deformacion de los hidrogeles durante el ensayo de compresion.
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Nota. En la figura se visualiza una imagen representativa del comportamiento de los
hidrogeles durante el ensayo de compresion. El esfuerzo aplicado aumenta hasta alcanzar
una deformacion equivalente al 40% de la altura inicial del hidrogel.

Con base en la grafica de esfuerzo vs deformacién, se determinaron los médulos de
compresion de cada uno de los hidrogeles bajo estudio. En la figura 21A se muestran los
resultados para los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP. Al comparar los
resultados, no se encontraron diferencias significativas entre los mddulos de los hidrogeles
gue tenian una misma concentracion de agarosa; es decir, el médulo de compresién no se
vio afectado por el porcentaje de PPP utilizado para fabricar cada formulacién. También se
observo que, los mddulos de compresion mas altos se obtuvieron a partir de los hidrogeles

con mayor concentracion de agarosa; en particular, los hidrogeles de 2% presentaron un
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modulo aproximadamente 1.4 y 3 veces superior al de los hidrogeles de 1.5% y 1% de
agarosa, respectivamente. Asimismo, los hidrogeles al 1% de agarosa funcionalizados con
PPP alcanzaron un mddulo de aproximadamente 0.0682 MPa, y aquellos de 1.5y 2% de
agarosa registraron modulos de 0.1486 MPay 0.2166 MPa, respectivamente.

Por su parte, en la figura 21B, se exponen los resultados para los hidrogeles de
agarosa de control. Al contrastar los datos reportados, no se encontraron diferencias
significativas entre los hidrogeles de control a una misma concentracion de agarosa. No
obstante, el médulo de compresion resultd ser mas alto en los hidrogeles de mayor
concentracion de agarosa, siendo el modulo de los hidrogeles del 2% de agarosa,
aproximadamente 1.5y 3.4 veces superior al de los hidrogeles del 1.5 y 1% de agarosa,
respectivamente. Especificamente, los hidrogeles de control al 1% de agarosa reportaron un
modulo de aproximadamente 0.613 MPa, y aquellos de 1.5 y 2% de agarosa registraron

modulos de 0.1405 MPay 0.2129 MPa, respectivamente.



Figura 21.

Maodulo de compresion de los hidrogeles funcionalizados con PPP y controles.
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Nota. Hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP (A), hidrogeles control (B). Los

datos se reportan teniendo como minimo n=3 muestras por formulacion. Las diferencias
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estadisticas entre los grupos estan representadas por: ** p<0.0021, *** p<0.0002, ****
p<0.0001. EI Anexo 5 contiene los resultados en detalle de la estadistica.

Al comparar los resultados de los modulos de compresion de los hidrogeles de PPP
con los hidrogeles control, no se encontraron diferencias significativas; es decir, el moédulo
de compresion de los hidrogeles control de agarosa al 1%, fue similar al moédulo de los
hidrogeles de agarosa al 1% con PPP. EI mismo comportamiento se observo para las
formulaciones del 1.5% y 2% de agarosa.

Por otro lado, en la figura 22 se presentan los resultados obtenidos para los
hidrogeles de agarosa al 0.5% funcionalizados con PPP y control. Como se mencioné en la
metodologia desarrollada, los hidrogeles de dicha formulacion tuvieron que ser incubados
durante mas tiempo (28 horas a 37 °C) con el fin de permitir que gelaran por completo. Por
tanto, los resultados obtenidos se deben exponer de manera independiente a los demas
grupos de hidrogeles. Respecto a los resultados de los hidrogeles funcionalizados con PPP,
luego de comparar los modulos obtenidos en cada caso (25, 50 y 75% de PPP), se observo
que, sin importar el porcentaje de PPP utilizado, el valor del médulo de compresion no se
afecto. Especificamente, el mddulo obtenido para los hidrogeles de 25, 50 y 75% de PPP
fue de 0.0386 MPa, 0.0374MPa y 0.0409 MPa, respectivamente. Similarmente, no se
encontraron diferencias significativas entre los mddulos de compresion de los hidrogeles de
agarosa al 0.5% control. En este caso, se encontraron moédulos de 0.0239 MPa, 0.0176 MPa
y 0.0185 MPa, para las formulaciones de 25, 50 y 75% de PBS, respectivamente. Con lo
anterior, se evidencio que los hidrogeles de agarosa al 0.5% con PPP, presentaron un
maodulo de compresion 1.9 veces significativamente mayor al reportado por los hidrogeles

de control.
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Figura 22.

Maodulo de compresion de los hidrogeles de agarosa al 0.5% funcionalizados con PPP y

control.
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Nota: Los datos se reportan teniendo como minimo n=3 muestras por formulacion. Las
diferencias estadisticas entre los grupos estan representadas por: ** p<0.0021, ***
p<0.0002, **** p<0.0001. Las diferencias estadisticas en detalle se encuentran en el Anexo
6.
5.1.3. Dinamica de liberacion de proteinas

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos referentes a la dindmica de
liberacion de proteinas de las formulaciones bajo estudio, donde se evalué la cantidad de
proteinas presentes en los hidrogeles, de la siguiente manera: recién fabricados, después de
16 h de hinchamiento (se denominaran hinchados), y 48 h post-hinchamiento, junto con sus
respectivas soluciones.

En general, se observd que, al incrementar el porcentaje de PPP, aumento la

concentracion de proteinas presentes en las muestras, tanto en los hidrogeles recién
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fabricados, en los hidrogeles hinchados, y en las soluciones de hinchamiento, independiente
de la concentracion de agarosa con la que se fabricaron los hidrogeles (Figura 23). Asi
mismo, se encontro que los hidrogeles hinchados y las soluciones de hinchamiento
presentaron una menor concentracion de proteinas en comparacion con los hidrogeles
recién fabricados, para las formulaciones con el mismo porcentaje de PPP. De igual
manera, cabe resaltar que, para los tres casos, la concentracion de proteinas encontradas en
las muestras de un mismo porcentaje de PPP, pero diferente porcentaje de agarosa,
presentaron valores similares, a excepcion de las formulaciones de agarosa con PPP 25% en
los hidrogeles hinchados.

Especificamente, la concentracion de proteinas en los hidrogeles recién fabricados
con PPP al 75% y 50%, se estimo alrededor de 3.02 y 2.06 veces mayor que la de los

hidrogeles con PPP al 25% (Figura 23A).
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Dinamica de liberacion de proteinas después del tiempo de hinchamiento

Nota. Concentracion de proteinas de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP
recién fabricados (A), concentracion de proteinas de los hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP hinchados (B), concentracion de proteinas de las soluciones de
hinchamiento (C). Las lineas horizontales indican que cada uno de los hidrogeles de PPP
25%, son significativamente diferentes a cada uno de los hidrogeles de PPP 50%. Los datos
se reportan teniendo como minimo n=3 muestras por formulacion. Las diferencias
estadisticas entre los grupos estan representadas por: * p<0.033, ** p<0.002, *** p<0.0002,
y **** n<0.0001.

En relacién con los hidrogeles hinchados (figura 23B), las concentraciones de los
hidrogeles hinchados con PPP al 75% fueron 2.4 y 1.4 veces mayor, frente a la de los
hidrogeles hinchados con PPP al 25 y 50%, respectivamente. Finalmente, en cuanto a las
soluciones de hinchamiento (figura 23C), se pudo observar que la formulacién con PPP
75% presentd una concentracion de proteinas, alrededor de 2.6 veces mayor en
comparacion con la formulacion con PPP 25%; mientras que, resultd ser 1.3 veces mayor
vs. la formulacion con PPP 50%. Respecto a los controles, la concentracion de proteinas
presentd valores cercanos a 0, lo cual es resultado de la presencia de PBS en lugar que PPP.
En el Anexo 8, se reportan los resultados de dichos controles.

Por otra parte, se determin el porcentaje de proteinas en los hidrogeles hinchados y
sus respectivas soluciones de hinchamiento, teniendo como referencia la cantidad de
proteinas de los hidrogeles recién fabricados (este valor se tomo como el 100%) (ver Anexo
9), cuyos resultados se reportan en la figura 24. En breve, se pudo evidenciar que, para las
tres formulaciones mencionadas (1%,1.5% y 2%), la concentracion de PPP no influyé en el

porcentaje de proteinas inmovilizadas, por lo tanto, no se encontraron diferencias



significativas. Asimismo, en cualquiera de las formulaciones, el porcentaje de proteinas
resultd ser mas alto en las soluciones de hinchamiento en comparacion con los hidrogeles
hinchados.

Figura 24.

Porcentaje de proteinas en los hidrogeles hinchados y sus soluciones de hinchamiento.
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lineas horizontales indican que cada uno de los hidrogeles de PPP 25%, son

significativamente diferentes a cada uno de los hidrogeles de PPP 50%. Las diferencias
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estadisticas entre los grupos estan representadas por: * p<0.033, ** p<0.002, *** p<0.0002,
y **** n<0.0001. La estadistica en detalle se reporta en el Anexo 10.

En particular, los resultados obtenidos de la formulacion de agarosa 1% (figura
24A) mostraron que, las soluciones de hinchamiento presentaron un porcentaje de
inmovilizacion de proteinas aproximadamente 1.57 veces mayor que los hidrogeles
hinchados. Asimismo, en la figura 24B, se exponen los valores correspondientes a los
porcentajes de proteinas de la formulacién de agarosa 1.5%. igualmente, no se encontraron
diferencias significativas entre las soluciones de hinchamiento provenientes de los
hidrogeles fabricados con PPP 25% y PPP 50%, ni los hidrogeles hinchados. No obstante,
se observo que los porcentajes de proteinas en las soluciones fue aproximadamente 1.61
mayor vs los de los hidrogeles hinchados. Respecto a los resultados de las formulaciones de
agarosa del 2% (Figura 24C), nuevamente, no se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes porcentajes de PPP para las soluciones de hinchamiento y los hidrogeles
hinchados. No obstante, se observo que las soluciones de hinchamiento presentaron
aproximadamente 1.35 veces porcentajes mas altos de proteinas vs los hidrogeles
hinchados.

Al comparar los resultados de las formulaciones de agarosa 1% con los resultados
del 1.5% y 2%, se encontr6 que los hidrogeles hinchados no presentan una diferencia
significativa entre ellos, al igual que las soluciones. Por lo tanto, el porcentaje de
inmovilizacion de proteinas no depende del porcentaje de PPP utilizado ni del porcentaje de
agarosa.

Los resultados de los hidrogeles de agarosa al 0.5% funcionalizados con PPP
(Figura 25), se presentan de manera independiente, teniendo en cuenta que su proceso de

fabricacion se llevo a cabo de manera diferente comparado con la metodologia realizada
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para las demas formulaciones. Los resultados mostraron que, para los hidrogeles recién
fabricados, los hidrogeles hinchados y sus respectivas soluciones de hinchamiento, la
concentracion de proteinas aumenté al incrementar el porcentaje de PPP, obteniendo los
mayores valores para las muestras que contenian PPP al 75%. Por otra parte, se observé
que, una vez transcurrido el periodo de hinchamiento, los hidrogeles y las correspondientes
soluciones de hinchamiento, presentaron una disminucion en las concentraciones de
proteinas con respecto a las muestras recién fabricadas. De igual manera, para cualquiera de
las concentraciones de PPP, los hidrogeles hinchados conservaron una concentracion de
proteinas mayor a la registrada en sus soluciones de hinchamiento. En el Anexo 11 se
incluyen las graficas correspondientes a los hidrogeles control y sus respectivas soluciones
de hinchamiento.

Figura 25.

Concentracién de proteinas de los hidrogeles de agarosa 0.5% funcionalizados con PPP
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Nota. Las lineas horizontales indican que cada una de las muestras de PPP 25%, son
significativamente diferentes a cada una de las muestras de PPP 50% y PPP 75%, asi como
las muestras del grupo de PPP 50% respecto a las de PPP 75%. Los datos se reportan
teniendo como minimo n=3 muestras por formulacion. Las diferencias estadisticas entre los
grupos estan representadas por: **** p<0.0001.

A continuacion, se exponen los resultados que hacen referencia a los datos
obtenidos de la liberacion de proteinas de los hidrogeles, en un intervalo de tiempo mas
extendido. En este ensayo, las mediciones se realizaron en tres momentos diferentes: recién
fabricados los hidrogeles (0 horas), transcurrido el primer periodo de liberacion de
proteinas (16 horas de hinchamiento), y finalizado el segundo periodo de liberacion de
proteinas (48 horas post-hinchamiento). Los resultados respectivos se reportan en la figura
26. Cabe resaltar que este ensayo se realizo para las formulaciones de agarosa al 1.5% con
PPP al 25y 50%. Los resultados mostraron que, tanto para los hidrogeles recién fabricados
como para las soluciones de hinchamiento, la concentracién de proteinas resulté ser
superior en las muestras de mayor concentracién de PPP. Dicho comportamiento se
observo en cada uno de los momentos en los que se realizé la toma de las mediciones
(tiempo 0 h, después de hinchamiento y después de post-hinchamiento). Asimismo, los
hidrogeles recién fabricados (0 horas), los hidrogeles hinchados y las soluciones de
hinchamiento, presentaron la mayor concentracion de proteinas, la cual disminuye a medida
que pasa el tiempo. De hecho, para el tiempo de 48 h post-hinchamiento, se encontrd la
menor concentracion de proteinas (Figura 26B).

Segun los resultados obtenidos en la figura 26A, los hidrogeles recién fabricados
con PPP 50%, presentaron mayor concentracion de proteinas (approx. 41.29 mg/ml), en

comparacion con los fabricados con PPP 25% (approx. 23.31 mg/ml), siendo los hidrogeles
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de PPP 50%, 1.77 veces mayor que los hidrogeles de PPP 25%. Respecto a los hidrogeles
con 16 h de hinchamiento, los fabricados con PPP 50% tuvieron una mayor concentracion
de proteinas (alrededor de 13.812 mg/ml), en comparacion con la formulacion PPP 25%
(alrededor de 7.56 mg/ml). Igualmente, a las 48 h post-hinchamiento, se encontré que los
hidrogeles fabricados con PPP 50% presentaron alrededor de 1.54 veces mas la
concentracion de proteinas que los de PPP 25%. Al comparar las muestras en los diferentes
tiempos, se obtuvo que los hidrogeles recién fabricados con PPP 50% tuvieron una
concentracion de proteinas 2.98 veces mayor que los hidrogeles a las 16 h de hinchamiento,
y 10.93 veces mayor que los hidrogeles a las 48 h post-hinchamiento. Asimismo, los
hidrogeles recién fabricados con PPP 25% presentaron aproximadamente 3.08 veces mas la
concentracion de proteinas que los de 16 h de hinchamiento, y 9.53 veces mas que los
hidrogeles a las 48 h post-hinchamiento.

Por otra parte, las soluciones resultantes del hinchamiento y post-hinchamiento,
segun la figura 26B, presentaron el mismo comportamiento descrito anteriormente, donde,
la concentracion de proteinas incremento6 con el aumento de la concentracidn de plasma,
pero disminuy6 con el transcurso del tiempo. Especificamente, las soluciones de los
hidrogeles fabricados con PPP 50% a las 16 h de hinchamiento tuvieron la mayor
concentracion de proteinas en comparacion con los fabricados con PPP 25%. De igual
manera, las soluciones de los hidrogeles fabricados con PPP 50% a las 16 h de
hinchamiento presentaron 2.72 veces mas la concentracion de proteinas que las soluciones
a las 48 h post-hinchamiento. Similarmente, se encontrd que las soluciones de los
hidrogeles fabricados con PPP 50% a las 16 h de hinchamiento exhibieron
aproximadamente 3.14 veces mas la concentracién de proteinas que las soluciones

fabricadas con PPP 25%. Cabe recalcar que todas las graficas de concentracion de proteinas
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presentes en los hidrogeles y las soluciones se compararon con las respectivas muestras
control, cuyos resultados se exponen en el anexo 12.

Figura 26.

Resultados de pruebas de liberacion de proteinas después de 48 h post-hinchamiento.
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hinchamiento 1.5% con PPP 25y 50% al tiempo de 48 h post-hinchamiento (B). Los datos
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se presentan con un n=3 para cada muestra. Las diferencias estadisticas entre los grupos

estan representadas por: * p < 0.05, **** p<0.0001.

5.1.4. Ensayo preliminar de citotoxicidad

Con la finalidad de evaluar la viabilidad celular de los hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP, se realizaron pruebas preliminares de citotoxicidad usando las
soluciones de hinchamiento de los hidrogeles de agarosa al 1.5% con PPP al 25% y 50%,
junto con sus respectivos controles (hidrogeles de agarosa fabricados con PBS). Para esto,
se llevd a cabo la prueba de MTT por 24, 48y 72 h, y se ley6 absorbancia después de 4 h
de tratamiento (figura 27). Teniendo en cuenta la distribucion mencionada en la
metodologia (figura 9), se observo que las muestras evaluadas a las 72 h (Ultimas cuatro
columnas) presentaron tonalidades mas oscuras, a diferencia de las muestras evaluadas a las
24y 48 h. Por otra parte, las muestras provenientes de los hidrogeles de agarosa con PPP
(fila A'Y B) presentaron tonalidades mas claras, comparadas con las muestras control de
PBS y la muestra control de la técnica (control positivo).
Figura 27.

Muestras evaluadas después del ensayo de MTT al tiempo de 24,48y 72 h
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En la figura 28 se muestra el porcentaje de viabilidad celular obtenido en el ensayo
de citotoxicidad trascurridas las 24, 48 y 72 h con respecto al control positivo (el cual se
asumio como 100% de viabilidad). A partir de los datos se obtuvo que, los tratamientos que
incluian PPP presentaron una menor viabilidad celular, en comparacién con los que
contenian PBS. Adicionalmente se evidencio que, en el tiempo de 48 h se presento el
mayor porcentaje de viabilidad celular en la mayoria de los tratamientos bajo estudio. De
hecho, el tratamiento con PPP al 50% mantuvo una viabilidad similaralas 24y 48 h; y la
solucion con PBS al 50% present6 una mayor viabilidad celular a las 24 h; no obstante, no
se detectaron diferencias significativas. Adicionalmente, la viabilidad celular de los
tratamientos con PPP 25% y 50% se estimo aproximadamente 0.58 y 0.4746 veces menor,
que los comparados con el medio control, respectivamente. Por Gltimo, se observo que, en
el tiempo de 72 h, la viabilidad celular disminuye con respecto al tiempo de 48 h.

Figura 28.

Viabilidad celular de las soluciones de los hidrogeles de agarosa al 1.5% funcionalizados

con PPP.
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Nota. La figura muestra el porcentaje de viabilidad celular de las correspondientes

soluciones utilizadas en la prueba de citotoxicidad. Los datos se reportan como el promedio
* error estandar, para un n de 3 muestras por formulacion. Las diferencias estadisticas entre
los grupos estan representadas por: * para p<0.033. La estadistica en detalle se incluye en el

Anexo 13.

5.2 Andlisis de resultados

La caracterizacién mecanica de los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP,
representa un aporte significativo en el &rea de ingenieria de tejidos, dado que conocer las
caracteristicas mecéanicas de este biomaterial podria servir para aplicaciones futuras,
potenciando su uso en el disefio de apoésitos tipo hidrogel para el tratamiento de UPP.

De acuerdo con los resultados obtenidos al momento de evaluar las propiedades
mecénicas, se pudo evidenciar que los modulos elasticos y de compresion variaron en
funcion de la concentracion del polimero. Los hidrogeles de agarosa funcionalizados con
PPP y los hidrogeles control (figura 16), presentaron un mayor médulo al aumentar la
concentracion de agarosa del hidrogel, por lo que los hidrogeles con una formulacién de
agarosa del 2%, exhibieron un médulo mayor comparado con la formulacién de agarosa al
1%. Similarmente, dicho comportamiento se observé en las pruebas de compresion: el
maodulo de compresion de los hidrogeles de agarosa con PPP e hidrogeles control (figura
21) fue superior en los hidrogeles con formulacion del 2% de agarosa. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Normand et al, donde se fabricaron hidrogeles de agarosa
variando su concentracion, desde 1% hasta 3%, y se reporto que a medida que aumentaban
la concentracion de agarosa, los médulos incrementaban (mddulo de elasticidad y modulo

de compresion) (Normand et al., 2000). Este comportamiento se debe a que la porosidad,
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una caracteristica que influye en las propiedades mecanicas, varia en funcién de la cantidad
de agarosa en el hidrogel, asi como también de acuerdo con el tamarfio del poroy al
volumen disponible (Vedadghavami et al., 2017). Por tanto, los hidrogeles con una
concentracion mayor del polimero presentan una mayor densidad de entrecruzamiento; en
consecuencia, un tamafo de poro mas pequefio y un volumen libre menor, reteniendo una
menor cantidad de agua y dando como resultado un hidrogel mas rigido, con un médulo
elastico y de compresion mayor (Bayona Velasco, 2020).

Por otra parte, al momento de comparar los hidrogeles de PPP con sus respectivas
muestras control, tanto para el mddulo elastico (figura 16) y el modulo de compresién
(figura 21), se pudo observar que presentaron valores similares, por lo que se infiere que las
propiedades mecanicas no dependen de la concentracion de PPP que se utilice.
Analogamente, Khanarian et al. logré obtener un comportamiento similar con hidrogeles de
agarosa combinados con hidroxiapatita, en el cual, la presencia de dicho material bioldgico
no tuvo un efecto significativo en el mddulo de elasticidad (Khanarian et al., 2012).

Ahora bien, aunque las propiedades mecéanicas de los hidrogeles de agarosa resultan
tener un comportamiento similar a lo reportado por Market et al, quien obtuvo hidrogeles
de agarosa al 1%, 1.5% y 2% con mddulos de elasticidad de 0.0036 MPa, 0.0056 MPa y
0.0106 MPa respectivamente, los cuales, resultaron ser menores en comparacion con los
reportados en el presente documento (0.0084 MPa - 0.0203 MPa). Lo mismo se logra
evidenciar en cuanto los médulos de compresién, donde el mismo autor obtuvo valores de
0.076 MPa, 0.235 MPay 0.516 MPa para los hidrogeles de agarosa al 1%, 1.5% y 2%
respectivamente, siendo mayores a los reportados en el presente estudio (0.0628 MPa -
0.2168 MPa) (Markert et al., 2013). Tales diferencias pueden originarse a partir de distintos

factores, por ejemplo, los estudios podrian haber utilizado métodos y condiciones diferentes
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a las del presente estudio, para la fabricacion de los hidrogeles. En particular, Ahearne et al,
filtra y esteriliza la solucion de agarosa antes de ser llevada a las placas para su
gelificacion, adicionalmente, el tiempo de gelificacion que emplea dicho autor fue de 24
horas, siendo mayor al tiempo empleado en el presente proyecto (Ahearne et al., 2005). De
igual forma, Alam et al, reporta haber utilizado un probador de tension Tinius Olsen HSK
para la realizacion de los ensayos de tension y compresion de los hidrogeles, empleando
una velocidad para ambos ensayos de 2 mm/min, parametros que difieren de los usados en
el presente estudio (Alam et al., 2020). Asimismo, Normand et al en su investigacion,
presenta una forma de preparacion de los hidrogeles con condiciones distintas, donde la
agarosa es disuelta a 98°C bajo agitacion fuerte durante 30 minutos, las muestras se dejan
reposar por 24 horas a 5°C para su gelificacion, y las propiedades mecanicas son
determinadas utilizando un reémetro Carrimed CSL 500 (Normand et al., 2000). Con lo
anterior se infiere que, la variacion de los valores de los mddulos puede deberse a las
diferencias que hay entre las metodologias de cada estudio.

Una de las maneras de evaluar la posibilidad de implementar hidrogeles de agarosa
funcionalizados con PPP, con potencial uso para la cicatrizacion de las UPP, es confrontar
las propiedades mecanicas obtenidas en el presente estudio, con lo que demuestra la
literatura. Los mddulos de elasticidad de la piel dependen de diversos factores, tales como,
la region del cuerpo, la edad y sexo de la persona. De acuerdo con Luo et al, el médulo de
elasticidad de la piel se encuentra entre 0.004 a 0.1 MPa (Luo et al., 2015), teniendo como
referencia esto, los resultados obtenidos en el presente estudio oscilaron entre 0.0084 MPa
y 0.0203 MPa, dichos valores se encuentran dentro del rango reportado en la literatura.

En relacion con las demas propiedades mecanicas determinadas, la resistencia a la

traccion de los hidrogeles increment6 al aumentar la concentracion de agarosa. Dicho
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compartimento se logro evidenciar en los hidrogeles funcionalizados con PPP y sus
respectivas muestras control (figura 17). Esto puede deberse a que los hidrogeles con mayor
porcentaje de agarosa son mas rigidos, por lo que resisten un mayor esfuerzo antes de la
fractura. Por otra parte, los resultados también evidencian que los hidrogeles presentaron un
comportamiento ductil, es decir, se deformaban plasticamente antes de llegar a la fractura.
Como se observo en la figura 18, la ductilidad de los hidrogeles de agarosa funcionalizados
con PPP disminuy0 al aumentar la concentracion de agarosa, deduciendo asi que, los
hidrogeles con mayor rigidez exhibieron menor ductilidad, siendo acorde a la teoria
encontrada en la literatura (William F, n.d.).

Con respecto a los hidrogeles de agarosa al 0.5%, presentan una diferencia con
relacién al resto de formulaciones, en el hecho de que los hidrogeles con PPP reportaron
mayor mddulo de compresion frente a los de control, lo cual pudo ser resultado de la
incubacion durante mas tiempo al momento de su fabricacion. En relacion con dicho
comportamiento, Zeng et al. encontrd que al exponer hidrogeles de agarosa y alginato en
solucion de 0.01M de Ca*? durante dos dias, las propiedades mecénicas mejoraban en
comparacion con los hidrogeles que no habian sido puestos en la solucion, llegando a la
conclusion de que los iones de calcio provocaron interacciones dentro de la red de
polimeros que aumentaron el médulo elastico y de compresion. Esta hipotesis podria
explicar la diferencia de los mddulos de los hidrogeles de PPP con los de control, puesto
que, como a los hidrogeles funcionalizados con PPP se les debe agregar CaCl, durante su
fabricacion, tal compuesto estaria implicado en la interaccion del PPP con la red de
agarosa, y mas aun en estos hidrogeles que fueron incubados durante un mayor tiempo,

incrementando asi el médulo (Zeng et al., 2015).
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En cuanto a los resultados obtenidos en los experimentos referentes a la dindmica de
liberacion de proteinas, se pudo observar que las concentraciones de proteinas en cada uno
de los casos (hidrogel recién fabricado, hidrogel hinchado y solucion de hinchamiento)
mantuvieron una relacion directamente proporcional con la concentracion de PPP, es decir,
a mayor concentracion de PPP, se encontré una mayor cantidad de proteinas presentes en
las muestras, independientemente del porcentaje de agarosa utilizado. Por lo tanto, los
hidrogeles recién fabricados, especialmente la formulacion 1% agarosa + 75% PPP es la
gue presenta una mayor cantidad de proteinas. Adicionalmente, lo encontrado en los
resultados del porcentaje de proteinas inmovilizadas (figura 24), indica que, teniendo como
referencia los hidrogeles recién fabricados, los hidrogeles hinchados analizados inmovilizan
el mismo porcentaje de proteinas sin importar el porcentaje de agarosa o la concentracién
de PPP utilizada. Por lo tanto, nace la hipétesis de que el tamafio de poro entre los
hidrogeles tiende a ser similar, reteniendo la misma cantidad de proteinas presentes en el
PPP. En consecuencia, los porcentajes de proteinas de las soluciones con igual
concentracion de agarosa o PPP resultaron ser similares entre si, sin embargo, también se
pudo observar que las soluciones tuvieron mayor porcentaje de proteinas respecto a los
hidrogeles hinchados, lo que sugiere que la proporcion de proteinas liberadas en la solucion
de hinchamiento supera a la proporcion de proteinas inmovilizadas en los hidrogeles
hinchados. Esta liberacion de proteinas tiene relevancia en la curacion de heridas debido a
que, segun Piccin et al, los factores de crecimiento derivados de plaquetas cumplen un
papel primordial en la cicatrizacion, ya que estimulan la reparacién de tejido y la
proliferacion celular (Piccin et al., 2017).

Este comportamiento se corrobora con la prueba realizada a las 48 h post-

hinchamiento, donde, los hidrogeles liberan proteinas a las soluciones, pero su
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comportamiento se lentifica durante el tiempo, es decir, las primeras horas en las que es
sometido el hidrogel a hinchamiento se obtiene una cantidad elevada de liberacion de
proteinas, no obstante, una vez es trasladado al post-hinchamiento, sigue liberando
proteinas a la solucion, pero en menor cantidad, ya que la mayoria se liberaron en las
primeras horas. Hafezi et al, menciona que los hidrogeles de agarosa en contacto con
solventes bioldgicos, permiten la liberacion de proteinas que, después de cierto tiempo, se
ralentiza hasta obtenerse una liberacion sostenida (Hafezi et al., 2019). Con lo
anteriormente descrito, se infiere que el uso de hidrogeles con PPP permite la liberacion de
proteinas, lo cual podria servir para aplicaciones futuras en curacion de heridas.

Por otra parte, los resultados del ensayo preliminar de citotoxicidad sugieren que
los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP tuvieron un rol limitado en la viabilidad
de las células, puesto que, ninguna de las formulaciones evaluadas present6 un
comportamiento similar al del control positivo (figura 28). El grupo de hidrogeles control,
por su parte, presentd mayor viabilidad celular en comparacion con los hidrogeles con PPP,
no obstante, también fue menor a la viabilidad del control positivo. Si bien la agarosa y los
productos derivados del PPP se caracterizan por ser compuestos biocompatibles, al filtrar
las soluciones resultantes del proceso de hinchamiento, pudo haber ocasionado que los
factores de crecimiento hayan quedado atrapados en el filtro, disminuyendo la viabilidad de
las células. Esta hipotesis se plantea en el estudio realizado por Garcia Arciniegas M. C. 'y
Ochoa Pineda J. A, donde se evalua la viabilidad celular de los hidrogeles de quitosano
funcionalizados con catecol, en los cuales fue necesario realizar un lavado y filtracion,
donde se dice que esto pudo ocasionar que los posibles remanentes de la reaccion fueran
removidos y por tanto exista un aumento en la citotoxicidad del hidrogel (Garcia

Arciniegas M. C. & Ochoa Pineda J. A., 2018).
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De acuerdo con el analisis anteriormente planteado, se abre la posibilidad de
implementar los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP para su aplicacion en el
tratamiento de UPP, puesto que los hidrogeles reportaron un médulo similar a los
mencionados en la literatura de las propiedades mecanicas de la piel. Adicionalmente, se
demostro que estos hidrogeles permitian la liberacion de proteinas, lo cual puede contribuir
a la cicatrizacion de heridas. Sin embargo, el ensayo preliminar de citotoxicidad evidencio
que las soluciones que contenian PPP presentaron una viabilidad celular limitada en

comparacion con el control positivo.
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Capitulo 6. Conclusiones y Recomendaciones

En el presente estudio, se fabricaron distintas formulaciones de hidrogeles de
agarosa funcionalizados con PPP. Los resultados obtenidos demostraron que, al variar la
concentracion del polimero se logré modular los médulos de elasticidad (0.008 - 0.02 MPa)
y de compresion (0.0606 - 0.22 MPa). Adicionalmente, se presentaron los resultados de la
resistencia a la traccion y ductilidad de los hidrogeles fabricados, los cuales fueron de 0.028
a 0.0069 MPay 0.88 a 7.52%, respectivamente. A su vez, en relacion con los resultados de
la dindmica de liberacion de proteinas, se encontrd que, a mayor concentracion de PPP,
mayor es la concentracidn de proteinas presentes en los hidrogeles, sin importar el
porcentaje de agarosa utilizado. Simultaneamente, respecto a los hidrogeles recién
fabricados, los porcentajes de proteinas fueron superiores en las soluciones en comparacion
con los hidrogeles hinchados, independientemente de la concentracion de agarosa o PPP
utilizados.

Por otro lado, se recomienda que la fabricacidn de cada uno de los hidrogeles se
realice bajo las mismas condiciones, evitando asi tener factores externos que influyan en el
resultado. Ademas, es importante tener en cuenta que la concentracion de agarosa debe
encontrarse entre 1% y 2%, ya que las soluciones con un porcentaje superior gelifican
rapidamente, y, en el caso contrario, requieren de mayor tiempo para su gelificacion.
Igualmente, se recomienda la fabricacidn de hidrogeles en un ambiente estéril, ya que esto
permite eludir la filtracion de la solucién en la cabina, y asi evitar la pérdida de moléculas o
factores que induzcan la proliferacion celular. Complementariamente, para proximas
investigaciones, se podria optar por evaluar las propiedades mecanicas de los hidrogeles a
diferentes tiempos, para determinar si se presentan comportamientos distintos a los

evidenciados.
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La similitud entre el médulo de elasticidad de la piel y el de los hidrogeles
fabricados, y los resultados obtenidos de la dinamica de liberacidn de proteinas, sugieren
que los hidrogeles de agarosa funcionalizados con PPP, prometen ser una alternativa con
potencial uso para la cicatrizacion de UPP. No obstante, la limitada viabilidad celular del
ensayo preliminar de citotoxicidad advierte que se deben realizar mas estudios al respecto,
teniendo en cuenta las recomendaciones mencionadas, abriendo asi la posibilidad para el
desarrollo de futuras investigaciones, que permitan ampliar la informacion de la aplicacion

de estos apodsitos en el area de biomateriales e ingenieria de tejidos.
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ANEXos

Anexo 1. Estadistica de los mddulos de elasticidad reportados para hidrogeles

funcionalizados con PPP (A) e hidrogeles control (B).

A

88

Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
1:PPP 25% vs. 1:PPP 50% 0.00025 No ns >0,9999
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 25% -0.0064 Yes *x 0.0063
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% -0.0049 Yes * 0.0477
1:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.01168 Yes faleiaied <0,0001
1:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.01038 Yes Fkkk <0,0001
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 25% -0.00665 Yes *x 0.0012
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 50% -0.00515 Yes * 0.0123
1:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.01193 Yes Fkk <0,0001
1:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.01063 Yes FrxK <0,0001
1.5:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% 0.0015 No ns 0.8946
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.005278 Yes *x 0.0057
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.003975 No ns 0.1842
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.006778 Yes kel 0.0001
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.005475 Yes * 0.0204
2:PPP 25% vs. 2:PPP 50% 0.001303 No ns 0.9554
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
1:Control 25% vs. 1:Control 50% -0.000417 No ns 0.9997
1:Control 25% vs. 1.5:Control 25% | -0.00425 Yes * 0.0468
1:Control 25% vs. 1.5:Control 50% | -0.006425 Yes kel 0.0005
1:Control 25% vs. 2:Control 25% -0.01213 Yes falaieiol <0,0001
1:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.01414 Yes Fkkk <0,0001
1:Control 50% vs. 1.5:Control 25% | -0.003833 No ns 0.0914
1:Control 50% vs. 1.5:Control 50% | -0.006008 Yes *x 0.0012
1:Control 50% vs. 2:Control 25% -0.01171 Yes Fkkk <0,0001
1:Control 50% vs. 2:Control 50% -0.01372 Yes Fkkx <0,0001
1.5:Control 25% vs. 1.5:Control 50% | -0.002175 No ns 0.5547
1.5:Control 25% vs. 2:Control 25% | -0.007875 Yes flolel 0.0002
1.5:Control 25% vs. 2:Control 50% | -0.009888 Yes Fkkk <0,0001
1.5:Control 50% vs. 2:Control 25% -0.0057 Yes *x 0.0089
1.5:Control 50% vs. 2:Control 50% | -0.007713 Yes Fkkx <0,0001
2:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.002013 No ns 0.7759
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Anexo 2. Estadistica de la resistencia a la traccion para hidrogeles funcionalizados con

PPP (A) e hidrogeles control (B)

A.
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
1:PPP 25% vs. 1:PPP 50% 0.00079 No ns 0.9322
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 25% -0.00151 No ns 0.4862
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% -0.001288 No ns 0.5584
1:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.003267 Yes faie 0.0054
1:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.001783 No ns 0.4467
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 25% -0.0023 No ns 0.0735
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 50% -0.002078 No ns 0.0726
1:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.004057 Yes Fxk 0.0002
1:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.002573 No ns 0.0886
1.5:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% 0.0002225 No ns 0.9996
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.001757 No ns 0.2257
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.000273 No ns 0.9996
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.001979 No ns 0.0702
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.000496 No ns 0.9912
2:PPP 25% vs. 2:PPP 50% 0.001483 No ns 0.5607
B.
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
1:Control 25% vs. 1:Control 50% | 0.0009381 No ns 0.8865
1:Control 25% vs. 1.5:Control 25% | -0.000976 No ns 0.8687
1:Control 25% vs. 1.5:Control 50% | -0.002371 No ns 0.0822
1:Control 25% vs. 2:Control 25% -0.005333 Yes Fxkx <0,0001
1:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.006253 Yes Fkkx <0,0001
1:Control 50% vs. 1.5:Control 25% | -0.001914 No ns 0.2277
1:Control 50% vs. 1.5:Control 50% | -0.003309 Yes ** 0.0034
1:Control 50% vs. 2:Control 25% -0.006271 Yes Fxkx <0,0001
1:Control 50% vs. 2:Control 50% -0.007191 Yes ikalolel <0,0001
1.5:Control 25% vs. 1.5:Control 50% | -0.001395 No ns 0.5275
1.5:Control 25% vs. 2:Control 25% | -0.004357 Yes falaied 0.0005
1.5:Control 25% vs. 2:Control 50% | -0.005277 Yes Fkx <0,0001
1.5:Control 50% vs. 2:Control 25% | -0.002963 Yes * 0.0249
1.5:Control 50% vs. 2:Control 50% | -0.003883 Yes ** 0.0016
2:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.00092 No ns 0.9357
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Anexo 3. Estadistica de la ductilidad en el ensayo de tension para hidrogeles

funcionalizados con PPP.

Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value

1:PPP 25% vs. 1:PPP 50% 3.772 No ns 0.0628
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 25% 3.764 Yes * 0.0433
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% 5.232 Yes *x 0.0016
1:PPP 25% vs. 2:PPP 25% 4.672 Yes *k 0.0048
1:PPP 25% vs. 2:PPP 50% 6.637 Yes kool 0.0004
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 25% -0.007937 No ns >0,9999
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 50% 1.461 No ns 0.6921
1:PPP 50% vs. 2:PPP 25% 0.8998 No ns 0.9387
1:PPP 50% vs. 2:PPP 50% 2.865 No ns 0.1779
1.5:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% 1.469 No ns 0.5954
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 25% 0.9077 No ns 0.9057
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 50% 2.873 No ns 0.1262
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.5609 No ns 0.9853
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 50% 1.404 No ns 0.7798
2:PPP 25% vs. 2:PPP 50% 1.965 No ns 0.4441
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Anexo 4. Mdédulos de elasticidad de los hidrogeles de agarosa al 0.5% funcionalizados
con PPP y muestras control (A), resistencia a la traccion de los hidrogeles de agarosa
al 0.5% funcionalizados con PPP y muestras control (B), ductilidad de los hidrogeles

de agarosa al 0.5% funcionalizados con PPP y muestras control (C).
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Anexo 5. Estadistica de los mddulos de compresion reportados para hidrogeles

funcionalizados con PPP (A) e hidrogeles control (B).

A

93

Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff, |Significant? | Summary | Adjusted P Value
1:PPP 25% vs. 1:PPP 50% -0.01075 No ns 0.9779
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 25% -0.09309 Yes falalaled <0,0001
1:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% -0.07856 Yes el 0.0002
1:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.1536 Yes FrKk <0,0001
1:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.154 Yes Fkxx <0,0001
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 25% -0.08234 Yes FkxKk <0,0001
1:PPP 50% vs. 1.5:PPP 50% -0.06781 Yes falaid 0.0004
1:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.1429 Yes FhxK <0,0001
1:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.1433 Yes FhxK <0,0001
1.5:PPP 25% vs. 1.5:PPP 50% 0.01453 No ns 0.9045
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 25% -0.06051 Yes kel 0.0006
1.5:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.06094 Yes *x 0.0016
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 25% -0.07504 Yes Fkxk <0,0001
1.5:PPP 50% vs. 2:PPP 50% -0.07547 Yes falaie 0.0002
2:PPP 25% vs. 2:PPP 50% -0.0004292 No ns >0,9999
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, | Significant? | Summar |Adjusted P Value
1:Control 25% vs. 1:Control 50% 0.001377 No ns >0,9999
1:Control 25% vs. 1.5:Control 25% -0.09663 Yes falaielel <0,0001
1:Control 25% vs. 1.5:Control 50% -0.06037 Yes ilalelel <0,0001
1:Control 25% vs. 2:Control 25% -0.158 Yes Fxkx <0,0001
1:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.1437 Yes FhxK <0,0001
1:Control 50% vs. 1.5:Control 25% -0.09801 Yes Fekkk <0,0001
1:Control 50% vs. 1.5:Control 50% -0.06175 Yes kel 0.0001
1:Control 50% vs. 2:Control 25% -0.1594 Yes FxKx <0,0001
1:Control 50% vs. 2:Control 50% -0.1451 Yes FhKxK <0,0001
1.5:Control 25% vs. 1.5:Control 50% | 0.03626 Yes * 0.0153
1.5:Control 25% vs. 2:Control 25% -0.0614 Yes ilelelel <0,0001
1.5:Control 25% vs. 2:Control 50% -0.0471 Yes FxK 0.0008
1.5:Control 50% vs. 2:Control 25% | -0.09766 Yes el <0,0001
1.5:Control 50% vs. 2:Control 50% -0.08336 Yes fiaiatad <0,0001
2:Control 25% vs. 2:Control 50% 0.0143 No ns 0.796
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Anexo 6. Estadistica de los médulos de compresion reportados para hidrogeles de

agarosa 0.5 % funcionalizados con PPP e hidrogeles control.

Bonferroni's multiple comparisons test | Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
PPP 25% vs. PPP 50% 0.0012 No ns >0,9999
PPP 25% vs. PPP 75% -0.0023 No ns >0,9999
PPP 25% vs. PBS 25% 0.0147 Yes *x 0.0068
PPP 25% vs. PBS 50% 0.02096 Yes il 0.0001
PPP 25% vs. PBS 75% 0.02013 Yes faloled 0.0004
PPP 50% vs. PPP 75% -0.0035 No ns >0,9999
PPP 50% vs. PBS 25% 0.0135 Yes * 0.0136
PPP 50% vs. PBS 50% 0.01976 Yes Fxk 0.0002
PPP 50% vs. PBS 75% 0.01893 Yes il 0.0007
PPP 75% vs. PBS 25% 0.017 Yes wx 0.0019
PPP 75% vs. PBS 50% 0.02326 Yes faiaioied <0,0001
PPP 75% vs. PBS 75% 0.02243 Yes il 0.0001
PBS 25% vs. PBS 50% 0.006258 No ns 0.8093
PBS 25% vs. PBS 75% 0.005433 No ns >0,9999
PBS 50% vs. PBS 75% -0.000825 No ns >0,9999
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Anexo 7. Grafica de comparacion entre hidrogeles de agarosa (1%6,1.5%,2 %) recién

fabricados e hidrogeles hinchados (25%,50%,75%b).
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Anexo 8. Gréficas hidrogeles de control fabricados con 1, 1.5 y 2% de agarosa.

Hidrogeles recién fabricados (A), Hidrogeles hinchados (B) y Soluciones de

hinchamiento (C).
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Anexo 9. Tabla de hidrogeles recién fabricados con valores netos para referencia en

porcentajes de proteinas reticulados o liberados.

Concentracion de PPP

23.13266667 6.9398 48.42616667 14.52785 71.13783333 21.34135

0.556064984| 0.166819495 0.336489772| 0.100946932 1.066784967 0.32003549

Concentracion de PPP

23.42533333 7.0276 48.7975 14.63925

0.452179463| 0.135653839 0.710580256| 0.213174077
Concentracion de PPP

24.0738 7.22214 48.00916667 14.40275

0.255464675| 0.076639402 1.338230685( 0.401469206
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Anexo 10. Estadistica completa de la grafica de porcentaje de proteinas en hidrogeles

de agarosa 1% funcionalizados con PPP (25%650%b,75%)

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |Significant? [Summary |Adjusted P Value
Hidrogeles:PPP25% vs. Hidrogeles:PPP50% |  3.671 No ns 0.842
Hidrogeles:PPP25% vs. Hidrogeles:PPP75%| 6.051 No ns 0.3422
Hidrogeles:PPP25% vs. Soluciones:PPP25% | -16.56 Yes faakaie <0,0001
Hidrogeles:PPP25% vs. Soluciones:PPP50% | -14.54 Yes fkolel 0.0002
Hidrogeles:PPP25% vs. Soluciones:PPP75% | -9.349 No ns 0.0702
Hidrogeles:PPP50% vs. Hidrogeles:PPP75% 2.38 No ns 0.9385
Hidrogeles:PPP50% vs. Soluciones:PPP25% | -20.23 Yes iaiskoled <0,0001
Hidrogeles:PPP50% vs. Soluciones:PPP50% | -18.21 Yes faloiokel <0,0001
Hidrogeles:PPP50% vs. Soluciones:PPP75% | -13.02 Yes ikl 0.0008
Hidrogeles:PPP75% vs. Soluciones:PPP25% | -22.61 Yes faakaie <0,0001
Hidrogeles:PPP75% vs. Soluciones:PPP50% | -20.59 Yes Fokkk <0,0001
Hidrogeles:PPP75% vs. Soluciones:PPP75% | -15.4 Yes iniekolel <0,0001
Soluciones:PPP25% vs. Soluciones:PPP50% 2.02 No ns 0.9602
Soluciones:PPP25% vs. Soluciones:PPP75% | 7.213 No ns 0.1275
Soluciones:PPP50% vs. Soluciones:;PPP75% | 5.193 No ns 0.4465
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Anexo 11. Graéficas hidrogeles de control fabricados con 0.5% de agarosa. Hidrogeles

recién fabricados (A), Hidrogeles hinchados (B) y Soluciones de hinchamiento (C).
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Anexo 12. Graficas hidrogeles de control y soluciones fabricados con 1.5% de agarosa

para la liberacion de hidrogeles a tres tiempos: 0,16 y 48 horas. Hidrogeles evaluados

a0y 16 horas (A), Hidrogeles evaluados a 48 horas (B).
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Anexo 13. Estadistica de la gréafica del porcentaje de viabilidad celular de las

soluciones de hinchamiento de los hidrogeles de agarosa al 1.5% con PPP al 25% y

50%, junto al de sus respectivas muestras de control (PBS), y el control positivo (100

pl de PBS y 100 pul de DMEM + 10% de SFB).

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, | Significant? | Summary | Adjusted P Value
PPP 25%:24 h vs. PPP 25%:48 h -19.44 No ns 0.0614
PPP 25%:24 h vs. PPP 25%:72 h -3.36 No ns >0,9999
PPP 25%:24 h vs. PPP 50%:24 h -8.972 No ns 0.9449
PPP 25%:24 h vs. PPP 50%:48 h -8.382 No ns 0.9675
PPP 25%:24 h vs. PPP 50%:72 h 11.55 No ns 0.7373
PPP 25%:24 h vs. PBS 25%:24 h -39.38 Yes falaloled <0,0001
PPP 25%:24 h vs. PBS 25%:48 h -57.23 Yes folakolal <0,0001
PPP 25%:24 h vs. PBS 25%:72 h -37.19 Yes fnialolel <0,0001
PPP 25%:24 h vs. PBS 50%:24 h -51.38 Yes folakolal <0,0001
PPP 25%:24 h vs. PBS 50%:48 h -43.07 Yes falakolal <0,0001
PPP 25%:24 h vs. PBS 50%:72 h -32.5 Yes falaloled <0,0001
PPP 25%:24 h vs. Medio control:24 h |-61.51 Yes falakaie <0,0001
PPP 25%:24 h vs. Medio control:48 h |-61.51 Yes Fokex <0,0001
PPP 25%:24 h vs. Medio control:72 h |-61.51 Yes falakaie <0,0001
PPP 25%:48 h vs. PPP 25%:72 h 16.08 No ns 0.2352
PPP 25%:48 h vs. PPP 50%:24 h 10.47 No ns 0.8459
PPP 25%:48 h vs. PPP 50%:48 h 11.06 No ns 0.7901
PPP 25%:48 h vs. PPP 50%:72 h 30.99 Yes ikl 0.0001
PPP 25%:48 h vs. PBS 25%:24 h -19.94 Yes * 0.0489
PPP 25%:48 h vs. PBS 25%:48 h -37.79 Yes Fxkk <0,0001
PPP 25%:48 h vs. PBS 25%:72 h -17.75 No ns 0.1257
PPP 25%:48 h vs. PBS 50%:24 h -31.94 Yes falakolal <0,0001
PPP 25%:48 h vs. PBS 50%:48 h -23.63 Yes *x 0.0078
PPP 25%:48 h vs. PBS 50%:72 h -13.07 No ns 0.5561
PPP 25%:48 h vs. Medio control:24 h | -42.08 Yes Fokx <0,0001
PPP 25%:48 h vs. Medio control:48 h | -42.07 Yes Fkkx <0,0001
PPP 25%:48 h vs. Medio control:72 h |-42.08 Yes fuoiked <0,0001
PPP 25%:72 h vs. PPP 50%:24 h -5.612 No ns 0.9993
PPP 25%:72 h vs. PPP 50%:48 h -5.022 No ns 0.9998
PPP 25%:72 h vs. PPP 50%:72 h 14.91 No ns 0.3431
PPP 25%:72 h vs. PBS 25%:24 h -36.02 Yes folakalad <0,0001
PPP 25%:72 h vs. PBS 25%:48 h -53.87 Yes Fxhk <0,0001
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PPP 25%:72 h vs. PBS 25%:72 h -33.83 Yes falakaie <0,0001
PPP 25%:72 h vs. PBS 50%:24 h -48.02 Yes Fkkx <0,0001
PPP 25%:72 h vs. PBS 50%:48 h -39.71 Yes folakolad <0,0001
PPP 25%:72 h vs. PBS 50%:72 h -29.14 Yes Fhx 0.0004
PPP 25%:72 h vs. Medio control:24 h |-58.15 Yes FhEx <0,0001
PPP 25%:72 h vs. Medio control:48 h |-58.15 Yes falakaie <0,0001
PPP 25%:72 h vs. Medio control:72 h | -58.15 Yes faloiekel <0,0001
PPP 50%:24 h vs. PPP 50%:48 h 0.59 No ns >0,9999
PPP 50%:24 h vs. PPP 50%:72 h 20.52 Yes * 0.0372
PPP 50%:24 h vs. PBS 25%:24 h -30.4 Yes el 0.0002
PPP 50%:24 h vs. PBS 25%:48 h -48.26 Yes falakaie <0,0001
PPP 50%:24 h vs. PBS 25%:72 h -28.22 Yes il 0.0006
PPP 50%:24 h vs. PBS 50%:24 h -42.41 Yes falakolal <0,0001
PPP 50%:24 h vs. PBS 50%:48 h -34.1 Yes Fkkx <0,0001
PPP 50%:24 h vs. PBS 50%:72 h -23.53 Yes ** 0.0082
PPP 50%:24 h vs. Medio control:24 h |-52.54 Yes falakaie <0,0001
PPP 50%:24 h vs. Medio control:48 h | -52.54 Yes Fokx <0,0001
PPP 50%:24 h vs. Medio control:72 h |-52.54 Yes falakaie <0,0001
PPP 50%:48 h vs. PPP 50%:72 h 19.93 Yes * 0.049
PPP 50%:48 h vs. PBS 25%:24 h -30.99 Yes Fhx 0.0001
PPP 50%:48 h vs. PBS 25%:48 h -48.85 Yes Fkkx <0,0001
PPP 50%:48 h vs. PBS 25%:72 h -28.81 Yes ol 0.0004
PPP 50%:48 h vs. PBS 50%:24 h -43 Yes falakolal <0,0001
PPP 50%:48 h vs. PBS 50%:48 h -34.69 Yes ekl <0,0001
PPP 50%:48 h vs. PBS 50%:72 h -24.12 Yes ** 0.006
PPP 50%:48 h vs. Medio control:24 h  |-53.13 Yes ekl <0,0001
PPP 50%:48 h vs. Medio control:48 h |-53.13 Yes falalaie <0,0001
PPP 50%:48 h vs. Medio control:72 h |-53.13 Yes falalaie <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 25%:24 h -50.93 Yes Fxkk <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 25%:48 h -68.78 Yes falakolal <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 25%:72 h -48.74 Yes FhEx <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 50%:24 h -62.93 Yes folakolal <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 50%:48 h -54.62 Yes Fxkk <0,0001
PPP 50%:72 h vs. PBS 50%:72 h -44.05 Yes FhEx <0,0001
PPP 50%:72 h vs. Medio control:24 h |-73.06 Yes falalaie <0,0001
PPP 50%:72 h vs. Medio control:48 h |-73.06 Yes Fokkx <0,0001
PPP 50%:72 h vs. Medio control:72 h |-73.06 Yes Fhkx <0,0001
PBS 25%:24 h vs. PBS 25%:48 h -17.85 No ns 0.1207
PBS 25%:24 h vs. PBS 25%:72 h 2.188 No ns >0,9999
PBS 25%:24 h vs. PBS 50%:24 h -12.01 No ns 0.685
PBS 25%:24 h vs. PBS 50%:48 h -3.695 No ns >0,9999
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PBS 25%:24 h vs. PBS 50%:72 h 6.873 No ns 0.9944
PBS 25%:24 h vs. Medio control:24 h |-22.14 Yes * 0.0377
PBS 25%:24 h vs. Medio control:48 h |-22.14 Yes * 0.0169
PBS 25%:24 h vs. Medio control:72 h |-22.14 Yes * 0.0169
PBS 25%:48 h vs. PBS 25%:72 h 20.04 Yes * 0.0467
PBS 25%:48 h vs. PBS 50%:24 h 5.848 No ns 0.9989
PBS 25%:48 h vs. PBS 50%:48 h 14.16 No ns 0.4253
PBS 25%:48 h vs. PBS 50%:72 h 24.73 Yes ** 0.0044
PBS 25%:48 h vs. Medio control:24 h | -4.285 No ns >(,9999
PBS 25%:48 h vs. Medio control:48 h | -4.282 No ns >0,9999
PBS 25%:48 h vs. Medio control:72 h |-4.285 No ns >0,9999
PBS 25%:72 h vs. PBS 50%:24 h -14.19 No ns 0.4213
PBS 25%:72 h vs. PBS 50%:48 h -5.882 No ns 0.9988
PBS 25%:72 h vs. PBS 50%:72 h 4.685 No ns >0,9999
PBS 25%:72 h vs. Medio control:24 h | -24.33 Yes * 0.0139
PBS 25%:72 h vs. Medio control:48 h | -24.32 Yes ** 0.0054
PBS 25%:72 h vs. Medio control:72 h |-24.33 Yes *x 0.0054
PBS 50%:24 h vs. PBS 50%:48 h 8.31 No ns 0.9697
PBS 50%:24 h vs. PBS 50%:72 h 18.88 No ns 0.0785
PBS 50%:24 h vs. Medio control:24 h |-10.13 No ns 0.9241
PBS 50%:24 h vs. Medio control:48 h |-10.13 No ns 0.8736
PBS 50%:24 h vs. Medio control:72 h |-10.13 No ns 0.8734
PBS 50%:48 h vs. PBS 50%:72 h 10.57 No ns 0.8369
PBS 50%:48 h vs. Medio control:24 h |-18.44 No ns 0.1637
PBS 50%:48 h vs. Medio control:48 h |-18.44 No ns 0.0947
PBS 50%:48 h vs. Medio control:72 h |-18.44 No ns 0.0946
PBS 50%:72 h vs. Medio control:24 h |-29.01 Yes ** 0.0013
PBS 50%:72 h vs. Medio control:48 h |-29.01 Yes Fhx 0.0004
PBS 50%:72 h vs. Medio control:72 h |-29.01 Yes falolel 0.0004
Medio control:24 h vs. Medio

control:48 h 0.0025 No ns >0,9999
Medio control:24 h vs. Medio

control:72 h 0 No ns >0,9999
Medio control:48 h vs. Medio

control:72 h -0.0025 No ns >0,9999




