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Resumen

La bioimpresion 3D surge como respuesta a la creciente demanda de soluciones para
la escasez de drganos y la falta de modelos fisioldgicos realistas en investigacion
biomédica. A nivel global, mas de 110,000 pacientes esperan un trasplante cada afio
y, en el contexto peruano, la tasa de donacion es de solo 1.6 por millon de
habitantes. A pesar del avance del hardware, la estandarizacion de biotintas sigue
rezagada: predominan enfoques empiricos y pruebas ad-hoc que limitan la

reproducibilidad y dificultan su transicion hacia aplicaciones clinicas.

Para abordar este vacio, esta tesis propone una arquitectura metodoldgica
sistematica basada en la directriz VDI 2206 que permite evaluar el desempefio
estructural de biotintas hibridas desde los pardmetros operativos del propio sistema
de impresion. Se disefié un toolbox de hidrogeles (alginato, goma xantana, gelatina,
quitosano y colageno) evaluado mediante pruebas de extrudabilidad, fidelidad
geométrica y estabilidad frente a colapso, integrando métricas como el indice de

precision relativa (PR) y el indice de desempefio estructural (IDE).

La metodologia permitié jerarquizar formulaciones de manera reproducible,
identificando aquellas capaces de mantener estabilidad y fidelidad al imprimir
modelos anatdmicos complejos. Este enfoque complementa las técnicas reoldgicas
convencionales y sienta las bases para optimizaciones futuras e integracion de

herramientas de inteligencia artificial en biofabricacion.

Palabras clave: Bioimpresion por extrusion, biotintas hibridas, hidrogeles naturales,

evaluacion estructural, indice de precision relativa, metodologia VDI 2206.



Abstract

Three-dimensional (3D) bioprinting by extrusion has emerged as a response to the
growing need for solutions to organ shortages and the lack of physiologically relevant
models in biomedical research. Globally, over 110,000 patients await organ
transplants each year, while in Peru the donation rate is only 1.6 per million
inhabitants. Despite hardware advances, bioink standardization remains limited:
empirical approaches and ad-hoc tests prevail, restricting reproducibility and

hindering translation to clinical applications.

To address this gap, this thesis proposes a systematic methodological framework
based on the VDI 2206 guideline to assess the structural performance of hybrid
bioinks directly from operational printing parameters. A toolbox of hydrogels
(alginate, xanthan gum, gelatin, chitosan, and collagen) was evaluated through tests
of extrudability, geometric fidelity, and collapse stability, integrating metrics such as

the printability ratio (PR) and the structural performance index (IDE).

This methodology enabled reproducible ranking of formulations, identifying those
capable of maintaining stability and fidelity when printing complex anatomical
models. The proposed approach complements conventional rheological techniques and
establishes a basis for future optimization and integration of artificial intelligence

tools in biofabrication.

Keywords: Extrusion bioprinting, hybrid bioinks, natural hydrogels, structural

evaluation, printability ratio, VDI 2206 methodology.



. Introducciéon

La escasez de Organos constituye una de las paradojas mas crudas de la medicina
moderna: el médico sabe como salvar vidas, pero no siempre dispone de los medios
para hacerlo. Esta problemaética se evidencia en Estados Unidos, donde mas de
110,000 pacientes integraban la lista nacional de espera para trasplantes al cierre de
2022 (1). En el contexto peruano, la situacion es igualmente critica: la tasa de
donacion fue de solo

1.6 por millon de habitantes, con 5,970 personas en espera, 711 trasplantes realizados
y mas de 700 muertes estimadas por falta de 6rganos en 2017 (2, 3). Aunque la
normativa peruana adopta un sistema de consentimiento presunto (opt-out), en la
préactica el 63 % de las familias rechaza la donacion (3). Ademas, la legislacion
permite el procuramiento Unicamente tras muerte encefalica, excluyendo otras
modalidades hasta contar con una regulacion robusta (2). Este desajuste cultural y
normativo limita el acceso al trasplante y acentta el dilema ético del trasplante
alogénico.

Frente a esta realidad, la ingenieria de tejidos emerge como una alternativa estructural
a largo plazo al proponer el desarrollo de sustitutos biol6gicos anatomico-funcionales
que no dependan de la muerte de un paciente. Paralelamente, ofrece soluciones de
impacto inmediato en el ambito preclinico: el disefio de modelos farmaco-
toxicoldgicos que reproduzcan con mayor fidelidad la biomimética estructural,
superando las limitaciones de los cultivos bidimensionales y reduciendo el uso de

animales de experimentacion (4).

Una tecnologia clave que viabiliza estos avances es la bioimpresion 3D, ya que
permite trabajar con células, moléculas de sefializacion y biomateriales bajo control
espacial y temporal preciso (4-6). No obstante, los biomateriales empleados como
matriz principal aun requieren optimizacion y validacion para aplicaciones
especificas. Esta carencia mantiene a la bioimpresion en fases tempranas de
desarrollo, dominadas por esquemas de prueba y error que dificultan la
estandarizacion y reproducibilidad de resultados (7). Esta fragmentacion
metodologica retrasa la transicion a niveles superiores de preparacion tecnoldgica

(TRL), en particular en el disefio y escalamiento de materiales con potencial clinico



o comercial. Actualmente, la bioimpresion 3D alcanza TRL 6-7 en hardware,
mientras que los biomateriales permanecen en TRL 3-5; incluso materiales de alto
costo (hasta 500 ddlares por 5 mL) se limitan a aplicaciones en tejidos planos como

cornea, donde ya se reportan ensayos clinicos fase I-11 (8).

La caracterizacion funcional de estos materiales suele apoyarse en métodos
empiricos o pruebas ad hoc, carentes de un marco sistematico que permita un cribado
rapido y comparativo. El reometro rotacional de placas paralelas es la técnica estandar
paraestimar propiedades como viscosidad y tixotropia (9); sin embargo, su alto costo
y la necesidad de personal especializado limitan su uso rutinario (10, 11). Los ensayos
propuestos en esta tesis buscan complementar estas mediciones, ofreciendo

alternativas mas accesibles y estandarizadas para facilitar la evaluacion comparativa.

En este contexto, la presente tesis plantea un enfoque centrado en el analisis
cuantitativo del comportamiento de impresion directamente desde la bioimpresora,
tomando como criterios de estandarizacion funcional variables operativas como
presion y velocidad. Estudios previos de Rau et al. han demostrado, mediante
reometria, que un material de extrusion debe cumplir tres criterios esenciales: fluir
sin bloquear las jeringas ni generar inestabilidades, solidificarse rdpidamente para
mantener su forma tras la deposicion y resistir deformaciones post-extrusion (10, 11).
Esta metodologia estructurada y replicable permite avanzar hacia una ingenieria

racional de biomateriales enfocada en el desempefio fisico-funcional.

Il. Pregunta de investigacion, hipotesis y objetivos

Esta tesis propone responder la pregunta: ¢;En qué medida una arquitectura
metodologica de evaluacion sisteméatica basada en pardmetros operativos de
impresion permite realizar un screening rapido y reproducible del comportamiento
estructural de materiales sintetizados en laboratorio para bioimpresién 3D por

extrusion?

Hipdtesis: El desarrollo de una arquitectura metodoldgica de evaluacion sistematica
permitird llevar a cabo un proceso de screening rapido, reproducible y orientado al
desempefio estructural de materiales sintetizados en laboratorio para bioimpresion 3D
por extrusién, facilitando su seleccion y optimizacién técnica desde parametros

operativos del propio sistema de impresion.



2.1 Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una arquitectura metodoldgica de evaluacion sistemética que permita
realizar un screening rapido, funcional y reproducible del comportamiento estructural
de materiales sintetizados en laboratorio para bioimpresion 3D por extrusion,
empleando variables operativas obtenidas directamente desde la plataforma
CELLINK BIO-X.

Objetivos especificos

= Disefar un toolbox de hidrogeles hibridos de uso comun en bioimpresion por
extrusion (alginato, gelatina, goma xantana, quitosano Yy colageno),
organizando sus propiedades estructurales relevantes para su evaluacion

funcional.

=  Caracterizar la capacidad de extrusion inicial de los hidrogeles mediante
dispensacion controlada con jeringas convencionales y boquillas de calibre

22G a fin de identificar formulaciones viables para procesos posteriores.

= Analizar el desempefio operativo de los hidrogeles seleccionados mediante la
parametrizacion de velocidad y presion en la plataforma CELLINK BIO-X,

con el objetivo de cuantificar su comportamiento durante la extrusion.

= Evaluar la estabilidad estructural inmediata de los materiales bajo condiciones
Optimas de impresion, considerando su capacidad de recuperacion post-

extrusion y resistencia frente a la deformacion por gravedad.

= Imprimir un modelo anatémico complejo con los hidrogeles que presenten el
mejor desempefio estructural, validando funcionalmente el proceso de

seleccion metodoldgica.



2.2 Alcances y limitaciones

Esta tesis se centra especificamente en la evaluacion de la capacidad de impresion
de biotintas mediante deposicién directa asistida por extrusién, considerando
variables operativas como presion, velocidad y flujo de material. No se aborda la
optimizacion detallada de las formulaciones quimicas mas alla de sus proporciones
basicas, ni se exploran rutas alternativas de sintesis o modificacion quimica de los

polimeros empleados.

Tampoco se incluyen estudios de esterilizacion del material ni la validacion de
protocolos de esterilidad bajo condiciones reales de laboratorio o produccion. No
se evallan las propiedades microestructurales mediante técnicas como microscopia
electronica de barrido (SEM), microscopia confocal o analisis de porosidad

tridimensional.

Quedan fuera del alcance de este estudio la caracterizacion de propiedades térmicas
(calorimetria diferencial, analisis termogravimétrico), asi como la determinacién
de propiedades mecanicas post-reticulacion bajo condiciones fisioldgicas simuladas.
Igualmente, no se analizan la capacidad de liberacidén controlada de farmacos o
factores bioactivos, ni la estabilidad quimica o reoldgica de las formulaciones en

almacenamiento prolongado.

No se realiza la evaluacion de citotoxicidad ni ensayos bioldgicos in vitro o in vivo
para determinar la biocompatibilidad celular o tisular de los hidrogeles. Tampoco se
contemplan estudios de respuesta inflamatoria, inmunogenicidad ni integracion con

matrices bioldgicas reales.

El trabajo no incluye la validacion en otras plataformas comerciales de bioimpresion,
ni la comparaciéon sistematica entre diferentes geometrias de boquilla. No se
desarrollan simulaciones computacionales de flujo ni ensayos de reticulacion.

Finalmente, no se considera la evaluacion de escalabilidad industrial del proceso ni
la validacion regulatoria o clinica de las formulaciones. Por tanto, los resultados
obtenidos deben interpretarse en el marco experimental especifico planteado,
reconociendo que esta orientado a caracterizar el desempefio de impresion en

condiciones de laboratorio.



2.2.1 Estimacion referencial de costos de materiales y consumibles

Se presenta una estimacion referencial de costos de los principales materiales y

consumibles empleados en bioimpresion 3D por extrusion. Los precios son

aproximados y no incluyen costos de mano de obra, energia, depreciacion de equipos

ni esterilizacion. La informacién se muestra en dos tablas: la primera resume los

materiales y consumibles con su costo unitario; la segunda ejemplifica el costo de
preparar 5 mL de una biotinta Al1-Xal-Gell%.

Tabla 2.1: Costos referenciales de materiales y consumibles (precios realistas)

Insumo Presentacion Precio(USD)

Alginato de sodio (Sigma-Aldrich) 500 g por frasco 350 (0.70/g)

Goma xantana (Bob’s Red Mill) 500 g por bolsa 30 (0.06/g)

Gelatina tipo B (Sigma-Aldrich) 500 g por frasco 150 (0.30/g)

Quitosano  (mosca  soldado Lote estimado 50 g 500 (10.00/g)
negra

Hermetia illucens, extraccion interna)

Coléageno (residuos marinos, Lote estimado 50 g 800 (16.00/g)

extraccion interna)

Acido acético glacial (Merck) 2.5 L por botella 80 (0.032/mL)

Cloruro de calcio (CaCly) (J.T. Baker) |500 g por frasco 50 (0.10/g)

Boquilla 22G (Cellink, reutilizable) Unidad 80 (vida util 50

usos)
Jeringa estéril 5 mL (Cellink) Unidad desechable 3
Molde PLA impreso (FDM) 1 pieza (=50 g PLA) |10

Tabla 2.2: Ejemplo: costo de preparar 5 mL de biotinta Al1-Xal-Gell % (precios

realistas)

Concepto Costo (USD)
Alginato 1% (0.05 g a 0.70/g) 0.035

Goma xantana 1% (0.05 g a 0.06/g) 0.003
Gelatina 1% (0.05 g a 0.30/g) 0.015
Subtotal materias primas ~0.053
Jeringa 5 mL cellink(1 uso) 3.00
Boquilla 22G (prorrateo 50 usos, 80 USD) 1.60

Total estimado (5 mL All-Xal-Gell1 %) ~4.65




I11.Marco tedrico y estado de la cuestion

Este capitulo presenta los fundamentos conceptuales y técnicos que sustentan el
desarrollo metodoldgico de esta tesis. Se revisan los biopolimeros mas empleados en
bioimpresion por extrusion, los criterios funcionales que determinan su
comportamiento estructural y los enfoques comunes de evaluacion operativa.
Aungue no se propone un nuevo material, esta investigacion se distingue por
organizar y sistematizar practicas dispersas, integrandolas en una arquitectura de

analisis funcional reproducible y orientada al desempefio.

3.1 Biopolimeros empleados en bioimpresion por extrusion

El empleo de biomateriales para tratar patologias o traumas bajo el enfoque de la
ingenieria de tejidos o la medicina regenerativa no es, en absoluto, una novedad. Hace
ya mas de tres mil afios, los egipcios utilizaban el *catgut*, un material derivado de
la submucosa de tejidos gastricos, compuesto principalmente por colageno, elastina
y otras lipoproteinas (12). Sin embargo, no fue sino hasta el siglo XX que se
comprendié la verdadera naturaleza de los polimeros como macromoléculas
covalentes repetitivas y no meros aglomerados coloidales (13). Este nuevo paradigma,
acompafiado del desarrollo de nuevas técnicas de manufactura como el moldeo y
sintesis quimica, permitio su aplicacion extensiva durante y después de la Segunda
Guerra Mundial, no solo como suturas, sino también como catéteres y valvulas

cardiacas (14).

En 1960, Otto Wichterle y Drahoslav Lim se embarcaron en la bisqueda de un
polimero que facilitara el transporte de metabolitos a traves de membranas
inteligentes; materiales capaces de absorber agua, hincharse y, al degradarse, no
desencadenar una respuesta inflamatoria violenta. Asi naci6 el HEMA
(hidroximetilmetacrilato, 0 mas precisamente, 2-hidroxietil metacrilato), una red
polimérica reticulada, suave, permeable, flexible y biocompatible. Esta innovacion
marco un hito: pronto se adopto en lentes de contacto blandas, recubrimientos de

implantes, sistemas de liberacion de farmacos, y eventualmente, como base para



hidrogeles biofuncionalizados (15, 16).

Su historia no termino alli. En 1976, Robert Langer propuso su uso como vehiculo
para la liberacién controlada de farmacos, aprovechando mecanismos de difusién no
fickeanos mediados por la microporosidad, deformacion y relajacién del esqueleto
molecular (17). Mas adelante, en 2003, Thomas Boland modificé una impresora de
escritorio HP para permitir la deposicion precisa de células vivas mediante inyeccion
controlada. Este gesto sencillo casi artesanal lo convirtio en el pionero de la
bioimpresion tridimensional (18).

El auge académico de esta tecnologia de manufactura se consolido entre los afios
2010 y 2015, con publicaciones de alto impacto lideradas por investigadores como
Gabor Forgacs, Anthony Atala y Jennifer Lewis, quienes demostraron la posibilidad
de imprimir tejidos complejos con estructuras vasculares funcionales (19-21).
Paralelamente, surgieron las primeras bioimpresoras comerciales Organovo, Cellink

y Allevi marcando el inicio de su industrializacion (22).

Con ello, el uso de biopolimeros como el alginato, la gelatina, el quitosano, el
colageno y la goma xantana se consolidd en la literatura cientifica, tanto por sus
propiedades reoldgicas como por su compatibilidad celular (23-26). Estos materiales
son abordados en el presente trabajo de tesis, y a continuacion se detallaran en detalle

sus propiedades y aplicaciones especificas en bioimpresidn por extrusion.

3.1.1 Alginato de sodio

El alginato es un polisacarido lineal extraido de algas marrones, compuesto por
unidades S -D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G), dispuestas en bloques M—M,
G-G y M-G. A pH fisiologico presenta carga negativa por la ionizacion de sus
grupos carboxilo, permitiendo el entrecruzamiento i6nico con Ca?" mediante el
modelo “egg-box”, principalmente entre residuos G—G (7, 27, 28). El hidrogel
resultante es biocompatible, pero con baja resistencia mecénicay adhesividad celular,
lo que justifica su combinacion con otros polimeros para mejorar sus propiedades
estructurales y biologicas. Ha sido ampliamente empleado en bioimpresion
tridimensional para regeneracion Osea, dérmica y cartilaginosa, apositos, cultivos

celulares y sistemas de liberacién de farmacos (29, 30).



3.1.2 Gelatina

Derivada por hidrolisis del colageno, la gelatina pierde su estructura helicoidal triple,
pero conserva capacidad para formar geles termo-reversibles mediante enlaces de
hidrégeno. Es biocompatible, ligeramente anionica a pH fisioldgico y contiene
secuencias RGD que favorecen la adhesion celular. Su baja estabilidad a 37 °C exige
modificaciones como GelMA o mezclas con polimeros como alginato o quitosano
para bioimpresion estructuralmente estable (31, 32). Ha sido aplicada en la ingenieria

de tejidos de piel, higado, cartilago y sistemas de liberacion controlada.

3.1.3 Goma xantana

La goma xantana es un polisacarido anionico secretado por Xanthomonas campestris,
con una cadena principal de D-glucosa y ramificaciones de acido D-glucurénico
ymanosas. Su estructura tridimensional le confiere alta viscosidad y comportamiento
pseudoplastico. A pH fisiologico, los grupos carboxilo le otorgan carga negativa,
permitiendo interacciones con cationes o polimeros cationicos. Su uso combinado
con agarosa ha demostrado mejorar la fidelidad de impresion sin post-tratamiento, y se

emplea como matriz inerte en bioimpresion neuronal (33, 34).

3.1.4 Quitosano

El quitosano, derivado de la desacetilacion de la quitina, esta compuesto por
D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. A pH é&cido, sus grupos amino se
protonan, otorgandole carga positiva y solubilidad en agua. Puede entrecruzarse
fisicamente con TPP o térmicamente con 8 -GP para formar hidrogeles inyectables, o
covalentemente con genipina para mayor rigidez (35, 36). Posee propiedades

antibacterianas, hemostéaticas y quelantes.
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3.1.5 Colégeno

El colageno, especialmente el tipo I, es una proteina estructural que forma hélices
triples con motivos RGD y GFOGER que favorecen la adhesion celular. Aunque es
biocompatible, sufre contraccion celular al ser impreso, lo que compromete la
estabilidad estructural. Para contrarrestarlo, se emplean estrategias como el
entrecruzamiento con riboflavina o su mezcla con acido hialurénico, logrando
mantener la forma y viabilidad celular en modelos cardiacos impresos con hiPSC
(37, 38).

A continuacion, se presenta un resumen comparativo de los principales hidrogeles
naturales utilizados en bioimpresion tridimensional por extrusion. Cada uno de estos
biomateriales se caracteriza por una estructura quimica especifica que condiciona su
comportamiento fisicoquimico, su carga neta en condiciones fisiolégicas, y por ende,
su capacidad de formar hidrogeles estables y biocompatibles. Esta tabla sintetiza sus
ventajas funcionales, limitaciones técnicas y las referencias mas relevantes extraidas de

la literatura cientifica utilizada en este trabajo.

Tabla 3.1: Comparacion estructural y funcional de biopolimeros utilizados en

bioimpresion 3D por extrusion.

Tipo de

Biopolimero Estructura quimica Carga . Ventajas Limitaciones Bioimpresién | Modificable | Aplicaciones Referencias
entrecruzamiento
Acido B-D-manurénico Gelifica ) Regeneracion
. . " L e - Poca adhesion . . B
Alginato y a-L-gulurénico Negativa Iénico con Ca’ rapido, poroso, 1l Si Si Gsea, (27-30)
celular
(M-G) biocompatible piel
, cartilago, DDS
. . Fisica / quimica _— ) - Piel, higado,
Derivado de coléageno Bioactiva, RGD, | Baja estabilidad " ’ .
Gelatina Neutra / leve negativa | (GelMA, TG, o Si Si cartilago, (31, 32)
(Gly-Pro-Hyp) suave térmica .
GA) farmacos
Modelos
Glucosa + . .
. . Fisica, Alta viscosidad, Poca adhesion . y neuronales,
Goma xantana trisacarido Negativa - . Si Parcial (33, %)
Jate electrostatica pseudopléstica celular soporte
atera
estructural
| (GlcA-Man-Man-pir)
. Electrostatica ) ) L
D-glucosamina . Antibacteriano, Regeneracion
(TPP),  térmica . Insoluble a pH . . .
Quitosano Positiva hemostatico, Si Si hepética, (35, 36)
. . (B-GP), o neutro )
+ N-acetilglucosamina gelifica in situ cartlago, SNC
. covalente
(DD variable)
. N Fisica, Bioactivo, Contraccion R .
. Heélice triple (2a1, 1a2) o L . " Corazén, piel,
Colageno Neutra fotoquimica adhesion celular, | celular, estructura Si Si (37, 38)
con RGD, GFOGER . . . o vasos
(riboflavina) autoensamblaje débil

3.1.6 Razonamiento para combinaciones estructurales

La integracion de multiples biopolimeros en formulaciones compuestas responde
a la necesidad de equilibrar propiedades fisicoquimicas y biofuncionales especificas,

dificiles de encontrar en un solo material. Por ejemplo, la rapida gelificacién iénica
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del alginato contrasta con su escasa adhesividad celular (7, 27), mientras que
polimeros como la gelatina o el colageno proveen dominios bioactivos pero son
térmicamente inestables a 37 °C (31, 37). Otros materiales como la goma xantana o
el quitosano aportan comportamiento pseudoplastico, propiedades antibacterianas o
interacciones iénicas que mejoran la reologia y funcionalidad de la mezcla (34, 35).
La combinacién estratégica de estas caracteristicas permite formular biotintas méas
robustos, imprimibles y biocompatibles, con mejor desempefio mecanico, estructural

y bioldgico.

Este proceso de formulacion no sera abordado de forma empirica, sino bajo una
I6gica de ingenieria fundamentada en la directriz VDI 2206, que permite estructurar
el disefio de sistemas mecatrénicos como las tintas bioimpresas en funcién de
requerimientos, validaciones cruzadas y toma de decisiones iterativa (39, 40). Asi, se
plantea un marco metodoldgico que guie la seleccion racional de combinaciones
binarias o ternarias, garantizando reproducibilidad, trazabilidad bibliografica y

adecuacion al tipo de tejido objetivo.

3.2 Propiedades estructurales requeridas por las tintas de

biomaterial

Aunque ampliamente empleados, los biopolimeros descritos aln presentan
limitaciones que requieren optimizacion, manteniendo a la bioimpresion en una etapa
incipiente caracterizada por enfoques empiricos que limitan la estandarizacion y

comprometen la reproducibilidad experimental (41).

Existen diversas tecnologias y métodos de bioimpresion, como la estereolitografia,
la inyeccion de tinta y la bioimpresion asistida por laser. No obstante, la mas
ampliamente utilizada en aplicaciones con hidrogeles es, sin duda, la escritura directa
con tinta (Direct Ink Writing, DIW) por extrusion (4, 6). Esta técnica permite la
deposicion controlada de la biotinta a través de un sistema de extrusion, que puede
operar mediante presion neumatica, tornillo rotatorio u otros mecanismos, segun las

propiedades reoldgicas del material(41).

Rau et al. (2023) definieron tres subfunciones criticas que un material debe cumplir
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para ser exitosamente procesado mediante escritura directa con tinta (DIW). La
primera es la extrusion, que implica que el material pueda fluir de manera continua a
través del canal de salida (boquilla) sin obstrucciones. Para ello, la biotinta debe
exhibir un comportamiento no newtoniano, tipicamente pseudoplastico, caracterizado
por una transicion sol-gel. Esto le permite fluir bajo altos esfuerzos cortantes y
recuperar su viscosidad en reposo tras la deposicion. Esta transicién funcional esta
directamente relacionada con la segunda subfuncion: solidificacién, que requiere que
el material retenga su forma inmediatamente después de ser depositado, evitando
deformaciones por escurrimiento. Finalmente, la tercera subfuncion es el soporte de
capas, que evalla si el material solidificado puede sostener el peso de capas
adicionales sin colapsar, garantizando la estabilidad estructural de la impresion
tridimensional (10, 11). Se presenta a continuacion un esquema sencillo de lo

mencionado:

Extrusion Solidificacion Soporte de
capas

%

Figura 3.1: Esquema de las tres subfunciones reoldgicas criticas del proceso de
escritura directa con tinta (DIW). La extrusion requiere un flujo continuo y uniforme
del material (izquierda), la solidificacion inmediata posterior evita la
deformacion(centro), y el soporte de capas demanda suficiente resistencia estructural
del material depositado(derecha). Esquema de autoria propia-generado con asistencia
de la inteligencia artificial Chat-GPT. A continuacion se trataran cada una de estas
subfunciones en detalle y los parametros cuali-cuantitativos utiles para su

tratamiento.
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3.2.1 Extrudabilidad y continuidad de flujo

La extrudabilidad se define como la capacidad del material para fluir a través de una
boquilla (nozzle) o aguja (needle) sin obstrucciones, con minima ruptura del

filamento y sin deformaciones transversales significativas (42).

Como etapa preliminar en la evaluacion de biotintas, esta tesis propone un método
de cribado simple: la dispensacién manual mediante jeringas de 3 a 5mL cargadas
con el material de interés, aplicadas directamente sobre una superficie plana (como
una placa Petri). Esta estrategia, de bajo costo y rapida ejecucion, ya ha sido sugerida
por Paxton et al. (2017) como paso inicial para verificar de forma préctica el
comportamiento de la biotinta durante la extrusién (43). Si bien otras aproximaciones
emplean directamente bioimpresoras para evaluar la extrudabilidad en condiciones
controladas (41), incluso en dichos sistemas automatizados, el primer criterio sigue
siendo la observacién visual de la formacion del filamento, lo cual puede
reproducirse cualitativamente mediante esta dispensacion manual, antes de avanzar

a caracterizaciones reoldgicas o pruebas de implementacion directa compleja.

3.2.2 Retencién de formay gelificacion post-impresion

Después de la extrusion, el material debe recuperar rapidamente su estructura
semisolida para mantener la forma impresa sin disgregarse. Este fendmeno esta
estrechamente relacionado con la capacidad del material de solidificarse tras cesar el
esfuerzo cortante, evitando la deformacion lateral. Como es conocido en la extrusion
de polimeros, una mayor presion durante la dispensacion incrementa la cantidad de
material depositado, mientras que una mayor velocidad de impresion puede inducir
un efecto de estiramiento que impide la relajacion de las cadenas poliméricas,

dificultando su aglomeracion, lo que compromete la estabilidad del filamento (44).

Los parametros operativos criticos que definen esta fase son principalmente la presion
de extrusion y la velocidad de desplazamiento. No obstante, otro factor igualmente
relevante es la altura de capa, entendida como la distancia entre la boquilla y la

superficie de impresion. Si esta distancia es demasiado reducida, puede obstruirse el
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canal e impedir la salida del material; por el contrario, si es demasiado elevada, el
filamento puede depositarse de forma incontrolada, generando deformaciones o

trayectorias no deseadas (45).

Una forma eficiente de controlar estos parametros es mediante el uso directo
de G-code(46), el lenguaje que interpreta todo equipo de control numérico por
computador. Generalmente, se parte de un archivo CAD que, a través de un software
slicer, es convertido en G-code. Sin embargo, la escritura directa de este codigo ofrece
una ventaja considerable: permite un control preciso sobre la cantidad de material
depositado, la velocidad de desplazamiento del cabezal, la presion de extrusion e

incluso la variacion de la altura de capa (47).

¢=

= g
Presién Velocidad(mm/min)

Movimiento

XYZ /ActivarlDesactivar
L Extrusion

Figura 3.2: Representacion conceptual de los principales comandos G-code

utilizados en bioimpresién 3D por extrusion. Cada letra indica una instruccion clave.

Una forma préctica y cuantitativa de evaluar la resolucion de impresion entendida
como el grado de fidelidad entre el modelo disefiado por computadora y el objeto
impreso es mediante la medicién del grosor o el area de la hebra extruida (43). En
esta tesis, se considerara como mayor resolucion aquella en la que la hebra sea mas
delgada, siempre que esta mantenga su continuidad sin cortarse ni deformarse

significativamente.

Cabe destacar el trabajo de Dageon Oh et al., quienes aplicaron redes neuronales para
optimizar los parametros de impresion a partir de datos reologicos. Aunque este
enfoque excede el alcance de la presente investigacion, su metodologia respecto a la
medicion de hebras es comparable a la del presente trabajo. Por tanto, los datos
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generados en este estudio podrian ser aprovechados en el futuro para implementar
modelos similares de optimizacion (48).

3.2.3 Evaluacion combinada de fidelidad de fusién y circularidad

Diversos estudios han establecido métricas confiables para evaluar la calidad de
impresion en bioimpresion tridimensional por extrusion. Por un lado, Nguyen et al.
(2024) propusieron el filament fusion test, una prueba que consiste en imprimir una
malla con distancias variables entre filamentos y medir el grado de fusion de los
poros resultantes, en funcién del porcentaje de reduccion del area tedrica respecto al
modelo disefiado (49). Por otro lado, Ouyang et al. (2016) propusieron una forma
semicuantitativa de evaluar la circularidad de los poros mediante la expresion Pr =
4n1A/L2, donde A es el area 'y L el perimetro del poro impreso. Valores cercanos a 1
indican estructuras cuadradas bien definidas, mientras que valores cercanos a r1/4

reflejan fusién o deformacion circular del poro (50).

En esta tesis se propone una metodologia que integra ambos enfoques de forma
simultanea. Para ello, se disefia una malla diagonal de poros con diferentes
dimensiones (1x1 a 5x5 mm?), distribuidos en un solo modelo de prueba (ver
Figura 3.3). Esta configuraciéon permite evaluar la capacidad de la biotinta para
mantener filamentos separados, observar el colapso progresivo en poros de menor
tamano, y medir la circularidad de los poros impresos en diferentes condiciones
estructurales, facilitando una lectura cruzada con el grado de gelificacion. La ventaja
de concentrar la evaluacion en una sola imagen es doble: permite reducir el tiempo de
analisis y estandarizar la seleccién de biotintas viables. En conjunto, esta estrategia

contribuye a establecer criterios objetivos de calidad estructural.
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Figura 3.3: Modelo propuesto para la evaluacion de circularidad y fusion de
hebra. La malla diagonal incluye poros con diferentes separaciones entre filamentos
(1 a 5 mm?). Esquema de autoria propia-generado con asistencia de la inteligencia
artificial Chat-GPT.

3.2.4 Estabilidad estructural frente a cargas gravitacionales

En bioimpresion por extrusion, la estabilidad del constructo recien depositado
depende criticamente de su resistencia frente a la deformacion inducida por la
gravedad. Este comportamiento, vinculado al creep inicial de la biotinta, es
especialmente notable en formulaciones con baja viscosidad o sin reticulacion
inmediata, donde la hebra sufre colapsos parciales que comprometen la geometria
del modelo (51).

Una forma estandarizada de cuantificar esta pérdida estructural es el filament collapse
test, que consiste en imprimir hebras sobre pilares espaciados y evaluar el colapso en
funcion del Collapse Factor (Cr), definidocomo @ = 1 — A X 100 %, donde Ar es
el area real del poro colapsado y At el &rea tedrica disefiada (52). Valores mas altos

de Cs reflejan mayor deformacion estructural.

Este indice permite comparar formulaciones de forma réapida y reproducible,
incluso en etapas tempranas de desarrollo, facilitando la seleccion de biotintas con

adecuada resistencia inicial sin necesidad de ensayos mecanicos extensos.

* » 7/
Figura 3.4: Representacion tridimensional del filament collapse test. Una hebra de
hidrogel es depositada sobre columnas espaciadas a distintas distancias. Bajo la
accion de la gravedad (g), se produce una deformacién progresiva que permite
cuantificar la resistencia estructural de la biotinta. Esquema de autoria propia-

generado con asistencia de la inteligencia artificial Chat-GPT.

17



3.3 Justificacion del uso de la plataforma CELLINK BIO-X en

la caracterizacion funcional de biotintas

El desarrollo experimental de esta tesis se llevo a cabo utilizando la plataforma de
bioimpresion tridimensional CELLINK BIO-X, una de las mas versatiles y
ampliamente adoptadas en el d&mbito académico para estudios en ingenieria de
tejidos. Su eleccidon no responde unicamente a una disponibilidad local, sino a
una evaluacién critica de sus capacidades técnicas, las cuales se alinean

estrechamente con los requerimientos metodologicos de este trabajo.

En primer lugar, la BIO-X permite el uso de cabezales intercambiables que operan
mediante extrusion neumatica, mecénica o térmica, lo que facilita la impresion de
una amplia gama de formulaciones hidrogelificadas, incluyendo aquellas compuestas
por alginato, colageno, gelatina, quitosano y goma xantana. Esta flexibilidad resulta
crucial para el objetivo central de esta tesis: evaluar combinaciones estructurales de
biotintas con propiedades reoldgicas contrastantes bajo condiciones operativas

controladas.

Ademas, la plataforma ofrece un control preciso sobre parametros criticos como
presion de extrusion, velocidad de impresion, altura de capa, temperatura del
cabezal y cama de impresion, lo que permite implementar con exactitud los
protocolos de validacion de extrudabilidad, fidelidad geométrica y resistencia
estructural discutidos en secciones previas. El control de temperatura (rango de 4—
250°C para el cabezal y 4-65°C para la base) es particularmente relevante en

formulaciones termorresponsivas como las basadas en gelatina.

Otro aspecto fundamental es su camara cerrada con filtros HEPA y sistema de
esterilizacion por luz UV, que garantiza condiciones estériles durante la impresion y
minimiza el riesgo de contaminacion biologica. Esta caracteristica es esencial para
futuras etapas de validacion bioldgica y cultivo celular, aunque en esta tesis se ha
empleado solo para ensayos estructurales.

La validez cientifica de esta plataforma ha sido ampliamente corroborada en la

literatura. Por ejemplo, Xu et al. (2023) utilizaron la BIO-X para imprimir parches
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dérmicos con hidrogeles GelMA/SIIMA, demostrando alta resolucion y precision
dimensional (53). Asimismo, Matthiessen et al. (2023) lograron construir modelos
neuronales con astrocitos empleando biotintas basados en acido hialurénico,
evidenciando que esta plataforma permite obtener geometrias complejas sin
comprometer la viabilidad celular (54). Estas experiencias refuerzan su aplicabilidad

incluso en etapas tempranas de formulacion.

En conjunto, estas caracteristicas convierten a la CELLINK BIO-X en una

herramienta ideal para el enfoque propuesto en esta tesis.

3.4 Elmodelo en V en la metodologia VDI 2206

El enfoque en “V” es una metodologia estructurada para el disefio y validacion de
sistemas mecatrénicos complejos, como los implicados en la bioimpresion. Este
modelo se basa en una relacion directa entre etapas de disefio y sus correspondientes
fases de verificacion y validacion, organizadas en forma de V invertida.

En el lado izquierdo, se definen los requisitos del sistema, que se descomponen en
funciones del subsistema y luego de sus componentes individuales. Estas se
traducen en una arquitectura de solucion que especifica como se integraran los
componentes, y culminan en la implementacion fisica. En el ascenso por el lado
derecho, cada nivel es verificado o validado: los componentes se prueban
funcionalmente, los subsistemas se integran, evallan y finalmente, el sistema
completo se valida contra los requerimientos iniciales. Este enfoque asegura
trazabilidad bidireccional. En el contexto de esta tesis, se adapta el modelo en V
para estructurar el disefio racional de biotintas donde los biopolimeros y sus
combinaciones representan componentes funcionales cuya seleccion, caracterizacion

e implementacion se vinculan a requisitos especificos de impresion (39, 40, 55).
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Identific?c’ién Validacién estructural y
de requisitos >

— reproducibilidad

Opcion A (fisicoquimicos):
Requisitos fisicoquimicos
Reologla, entrecruzamiento, termo-/pH-respuesta.

Opcion B (biofuncionales):

Impresidn de modelos anatémicos complejos (oreja, nariz) con

2 parmetros optimizados para evoluar fidelidad morfolégica.
REgl stro en Comparacidn dimensional respecto of modelo digitai de
referencia para verificar integridod y continuidad del filamento

2

» Verificacién experimental

Requisitos biofuncionales
Citotoxicidad, adhesién/proliferacion, biomimetismo, antibacteriano.

la base de datos

S

Descomposicién funcional

Evaluacion directa de extrudabilidad, fusion de filamento y colapso
estructural mediante pruebas en malla y puente.

Cuontificocién de PR, IDE y Cf a partir de andlisis de imagen (Imagej +
Python) pora determinar estabilidad y precision de impresion.
.Repeticién de ensayos pora confirmar consistencia y reproducibilidod

entre réplicas, [<

Criterios de Extrudabilidad - Retencidn de forma - Capacidod
autoportante.

Disefio de combinaciones
Toolbox racionol (binarias/ternarias) segun subfunciones.

¥

Modelado operativo

Correlacion experimental entre presion, velocidad y altura de capa con métricas de extrudabilidad y desemperio
estructurol (PR, IDE, Cf).

lementacion de G-code personalizado BIO-X para controlar el flujo, continuidad del filamento y retencién de forma.
Ajuste iterativo de parametros operativos para obtener deposiciones estables y reproducibles.
Base metodoldgica que vincula el disefio del biomaterial con su validacién estructural en ingenieria de tejidos.

Figura 3.5: Modelo en V adaptado al disefio de sistemas de bioimpresién. Este
enfoque metodoldgico permite vincular de forma estructurada las etapas de disefio
funcional de las formulaciones (lado izquierdo) con las fases de validacion

experimental y verificacion (lado derecho).

V. Materiales y métodos

En todo curso de anatomia se enfatiza la estrecha relacién entre la estructura de
los tejidos y Organos y sus respectivas funciones. Este mismo principio se aplica
en la ciencia e ingenieria de materiales, donde las propiedades estructurales de cada
biomaterial condicionan su desempefio funcional. En esta tesis se propone el uso
de la metodologia VDI 2206 como marco para abordar el disefio sistemético de
biotintas, permitiendo partir de las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales
cominmente empleados en ingenieria de tejidos para establecer los requisitos
funcionales del sistema a desarrollar. A partir de estos requisitos, la metodologia
permite descomponer el problema en subfunciones, plantear una arquitectura de
solucion y ejecutar una implementacion orientada a la verificacion y validacion,
asegurando una trazabilidad directa con las propiedades estructurales inicialmente
planteadas. Todos los procedimientos experimentales descritos se realizaron por

triplicado, y los datos obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico (media y
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desviacion estadndar) para evaluar la reproducibilidad y la significancia de los
resultados.

4.1 Materiales

Se utilizd gelatina tipo B (G9391, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), quitosano
obtenido a partir de exoesqueletos de mosca soldado negra (Hermetia illucens)
mediante desacetilacion alcalina en el Laboratorio de Quimica de la Vida (LAVI-
UPCH), colageno extraido de residuos marinos procesado en el mismo laboratorio,
acido acético glacial (Merck, Alemania), goma xantana (Bob’s Red Mill, Milwaukie,
OR, USA) y alginato de sodio (A2033, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Asimismo, se preparo6 una solucion de cloruro de calcio (CaCly, 1311-01, J.T. Baker,
USA) a una concentracion de 100 mM. Los moldes empleados para los ensayos
estructurales fueron fabricados en acido polilactico (PLA, Prusament, Prusa

Research, Republica Checa) mediante impresion 3D por deposicion fundida (FDM).

La bioimpresion se llevd a cabo en una BIO X (Cellink, Suecia) equipada con
jeringas estandar de 3mL (Cellink) y boquillas de calibre 22G(Cellink). Se emplearon
conectores hembra-hembra Luer-Lock para el acoplamiento de los componentes. Las
estructuras impresas se depositaron sobre cajas Petri plasticas estériles. Cada uno de
los objetivos planteados se abordé mediante procedimientos experimentales y
técnicos especificos disefiados para resolverlos de manera secuencial y funcional.
En la Figura 4.1 se presenta el flujograma que resume los ejes metodologicos que

guiaron el desarrollo del trabajo.

Preparacién y Caracterizacién Evaluacién de
almacenamiento preliminar extrudabilidad

EdE—WL—

Validacién con — Caracterizacién Andlisis cuantitativo
Modelo Anatémico estructural del filamento

Figura4.1: Flujogramade lametodologia completa, desde la preparacion de la biotinta
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hasta la validacién con modelo anatémico.

4.2 Disefio de un toolbox funcional de hidrogeles hibridos
para bioimpresion por extrusion

El disefio del toolbox se estructurd aplicando la metodologia VDI 2206 (39, 40),
adaptada en este trabajo al desarrollo de biomateriales para bioimpresion 3D. Esta
metodologia permitio planificar un proceso ordenado que incluy6 la identificacion
de requisitos, la descomposicidn funcional del sistema y el disefio de combinaciones
poliméricas que serian evaluadas experimentalmente.

En la etapa de identificacion de requisitos, la metodologia contemplé la consulta de
normas técnicas incluyendo la ASTM F3659-24 (56) y literatura cientifica relevante
para establecer los parametros que guiarian la seleccion y evaluacion de los
materiales. Estos parametros se definirian durante el andlisis y servirian de base para
las etapas posteriores de disefio y validacion.

La descomposicion funcional se plante6 como herramienta para relacionar los
requisitos identificados con las funciones que debian cumplir las formulaciones
durante el proceso de impresién. Este analisis permitiria enfocar la comparacion de
materiales en atributos operativos clave, sin anticipar su clasificacién ni sus
resultados.

Con base en este enfoque, se disefié un procedimiento para generar combinaciones
binarias y ternarias priorizando la evaluacion de sinergias potenciales. El
toolbox resultante funciono como marco de referencia para la fase de validacion
experimental descrita en capitulos posteriores.

4.3 Caracterizacién de la capacidad de extrusion inicial de

los hidrogeles mediante dispensacion controlada manual.

Tras el disefio racional del toolbox de tintas de biomaterial. Siguiendo la légica
metodoldgica del modelo en V de la directriz VDI 2206, esta seccion aborda su
implementacién y verificacion funcional inicial estableciendo correspondencias
directas entre las propiedades estructurales proyectadas y el desempefio observado en

condiciones reales de extrusion.
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43.1 Preparacion de las formulaciones para evaluacion estructural

Las formulaciones seleccionadas del toolbox disefiado en la seccion anterior se
prepararon en concentraciones entre 1y 4 % p/v. La preparacion se llevé a cabo bajo
agitacion magnética continua durante un periodo de ocho horas, empleando placas
calefactoras con control de temperatura (60 °C). En los casos en los que se utiliz6
acido acético como disolvente particularmente en formulaciones con quitosano, se
prepard una solucion acuosa al 2 % v/v como medio de disolucion previo a la
incorporacion de los materiales.Todas las soluciones fueron almacenadas a 4 °C
durante 12 horas posteriores a su preparacion para permitir la estabilizacion de las
interacciones moleculares y garantizar condiciones reproducibles durante su posterior
evaluacion estructural. Las formulaciones fueron cargadas en condiciones asépticas
dentro de jeringas estériles de 5 mL, retirando cuidadosamente las burbujas de aire
antes de iniciar los ensayos de extrudabilidad y bioimpresion.

4.3.2 Evaluacion preliminar de extrudabilidad mediante dispensacion manual

Se implement6 una prueba cualitativa de extrudabilidad basada en dispensacion
manual. Cada tinta fue cargada en jeringas convencionales de 3 a5 mL y extruida sobre
placas Petri estériles mediante boquillas de calibre 22G. Esta configuracion busco

simular condiciones operativas basicas sin intervencion automatizada.

Este procedimiento, adaptado de Paxton et.al. y O’Connell et.al. (41, 43), permite
observar directamente aspectos criticos como la continuidad del filamento, la fluidez
del material sin obstrucciones y la capacidad del hidrogel para conservar su forma
tras la deposicion. Aunque no proporciona metricas cuantitativas, su valor
metodologico radica en su utilidad como filtro practico para descartar formulaciones

con bajo desemperio estructural en etapas tempranas de desarrollo (41, 42).
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Figura4.2: Se muestra la dispensacion de una tinta azul sobre una placa Petri mediante
jeringa con aguja 22G. La linea inferior conserva continuidad y forma(extruible),
mientras que la linea superior presenta pérdida de definicidn y extension irregular (no
extruible). Esquema de autoria propia-generado con asistencia de la inteligencia
artificial Chat-GPT.

4.4 Analisis del desempefio operativo de los hidrogeles
seleccionados mediante la parametrizacion de velocidad vy
presion en la plataforma CELLINK BIO-X

Se implementd una etapa de parametrizacion sistematica en la plataforma CELLINK
BI10O-X para establecer las condiciones dptimas de impresion con las formulaciones
que habian superado la evaluacion preliminar de extrusion. Esta fase tuvo como
objetivo definir una ventana operativa robusta que permitiera obtener trazos

continuos, uniformes y reproducibles.

Se disefio y emple6 un G-code personalizado(véase Anexos) que permitié controlar
de forma directa la presién neumatica y la velocidad de impresion, evitando la
dependencia del software slicer convencional y garantizando condiciones mecanicas
controladas (57, 58). La presion fue ajustada dentro de un rango de 0.1 a 120 kPa,
correspondiente al limite técnico de operacion del equipo CELLINK BIO-X sin
bomba de presidn externa, mientras que las velocidades evaluadas fueron de 1, 5, 10,
15 y 20 mm/s considerando rangos comunmente utilizados y reportados en la
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literatura (41, 59). En todos los casos se mantuvo una altura de capa constante de 0.2

mm.

Los filamentos extruidos fueron capturados fotograficamente y analizados en
Imagel. Se realizaron mediciones triplicadas del area de cada filamento por
configuracién y se procesaron mediante scripts en Python, permitiendo cuantificar la
influencia de cada parametro sobre la uniformidad del trazo, la estabilidad de extrusion
y la fidelidad morfoldgica de la impresion. Este procedimiento permitié identificar
combinaciones de presién y velocidad adecuadas para cada biotinta, asegurando
condiciones de impresion compatibles con su uso posterior en pruebas estructurales

mas complejas.

P N\

_,/ AUMENTO DE
" VELOCIDAD (mm/mln)

300 600 900 1200 \

Figura 4.3: Evaluacion de extrusion a diferentes velocidades de impresion segun
el G-Code disefiado. Esquema de autoria propia-generado con asistencia de la

inteligencia artificial Chat-GPT.

4.5 Evaluacién de la estabilidad estructural inmediata de
los materiales bajo condiciones 6ptimas de impresion

Siguiendo el modelo en V de la metodologia VDI 2206 (39, 40), la verificacion del
subsistema de solidificacion se abordé mediante un protocolo que permite cuantificar
la fidelidad geométrica y la estabilidad estructural de los hidrogeles inmediatamente
después de su extrusion. Esta evaluacién se constituye dentro del proceso de
validacién del toolbox disefiado, asegurando la trazabilidad entre los requisitos
estructurales definidos y el desempefio observado en condiciones controladas de

impresion. Para este analisis se emple6 un patron de macroporos en malla generado
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mediante un G-code personalizado (véase Anexos). Dicho patron, al permitir variar
sistematicamente el espaciado entre filamentos, facilita la caracterizacion de como
las propiedades intrinsecas de cada formulacion influyen en la conservacion de la

geometria impresa.

45.1 Indice combinado de precision y desempefio estructural

La fidelidad geométrica de cada formulacion se evalu6 mediante el indice de Precision
de Impresion (PR), definido como:
L2

PR_
16A

donde L es el perimetro y A el area del poro impreso (50, 60). Valores de PR
menores y cercanos a 1 indican estructuras estables y fieles al disefio, mientras que
valores mayores reflejan colapso o sobreextrusion. Este parametro se calculé por
triplicado para cada combinacion de material y condicion de impresion, obteniendo
valores medios y su variabilidad. Con el fin de integrar simultaneamente la
proximidad del PR al valor ideal y la dispersion de las mediciones, se propuso en este

trabajo el indice de Desempefio Estructural (IDE):

1
IDE = In (1 + —g)
FR
PR-1+ 22
PR

donde PR representa la media y Orr la desviacion estandar. Un IDE elevado indica
condiciones Optimas, caracterizadas por alta precision y baja variabilidad. El uso
conjunto de PR e IDE permite jerarquizar las formulaciones del toolbox segln su

estabilidad inicial, estableciendo un criterio comparativo robusto.

4.5.2 Evaluacion del indice de colapso para estabilidad estructural inmediata

La estabilidad estructural de los hidrogeles se evalué mediante un ensayo de colapso
adaptado de metodologias previamente reportadas para biotintas por extrusion (9,
61). Este ensayo cuantifica la capacidad del filamento para mantenerse autoportante

al ser depositado sobre perfiles sin soporte. Para este proposito se disefid un soporte
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de prueba en Autodesk Fusion 360 y se fabrico mediante modelado por deposicion
fundida (FDM) en acido poliléactico (PLA). El dispositivo presenta ranuras paralelas
que generan perfiles separados de 1 a 6 mm, permitiendo evaluar la deformacion del
filamento bajo diferentes longitudes de separacion bajo las condiciones de presion y
velocidad optimizadas. Cada formulacion se evalué en triplicado para cada
separacion, generando un conjunto de datos reproducible. Las muestras impresas
se registraron fotograficamente en alta resolucion y se analizaron digitalmente para
cuantificar el factor de colapso (C f), definido como el porcentaje de reduccion del area

tedrica del filamento respecto al area real obtenida tras la impresion:

Atc —Aac

Cf(%) = x 100

tc

donde A es el area teodrica del filamento que une los bordes del vano y Aac €S
el area experimental medida posterior a la impresion. Valores cercanos a cero indican

alta estabilidad estructural y minima deformacion por gravedad.

Los resultados de C f para cada formulacion y separacion se expresaron como

promedio

+ desviacion estandar. Esta evaluacion permitié establecer un ranking comparativo

de estabilidad estructural entre biotintas hibridas y binarios utilizados en este estudio.

4.6 Validacion final mediante impresién de un modelo

anatomico complejo

Como fase de cierre en la aplicacion del modelo metodologico VDI 2206, se realizara
la impresion de un modelo anatomico complejo utilizando las formulaciones hibridas
gue mostraron el mejor desempefio en las etapas previas. Esta fase corresponde al
nivel de verificacién y validacion del modelo en V, cuyo objetivo es comprobar la
aplicabilidad real de las tintas de biomaterial optimizadas en escenarios que

demandan alta precision y estabilidad estructural
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Para este propoésito se consideraron dos geometrias: un modelo tridimensional de
pabellon auricular humano, obtenido de la plataforma Cults3D y desarrollado por
3DPrintBunny (62), y un modelo de nariz utilizado a partir del repositorio de disefios
anatomicos de la empresa TissueLabs. Ambos archivos en formato STL fueron
sometidos a preprocesamiento slicing directamente desde la impresora CELLINK
BIO X.

Las condiciones de impresion se configuraron a partir de los pardmetros éptimos
previamente determinados para cada hidrogel durante la etapa experimental de

parametrizacion operativa.

Posterior a la fabricacion, se realiz6 una evaluacion integral que comprendid el
analisis visual de la morfologia global y la medicion dimensional comparativa
respecto al modelo digital de referencia. Este analisis permitio verificar que las
formulaciones seleccionadas no solo fueran técnicamente imprimibles, sino que
reprodujeran con fidelidad las complejidades anatdmicas necesarias para su futura
aplicacion en el desarrollo de andamios personalizados y modelos preclinicos en
ingenieria de tejidos. A continuacion se presenta la matriz de operacionalizacion de
variables utilizada a lo largo de este marco metodoldgico, detallando indicadores,

técnicas e instrumentos para su medicion.

Tabla 4.1: Matriz de operacionalizacion de variables

Variable principal Dimension Indicador/Definicion Instrumento/Técnica Unidad/Escala
operativa
dabilida Flujo continuo | Jeringa manual con Observacion
Extrudabilida y uniforme sin | boquilla 22G cualitativa
Desempefio estructural de obstrucciones
la biotinta Continuidad del | BIO X con G-code | Observacion
filamento bajo presion | personalizado cualitativa
controlada
Retencion de | Area de  seccion | BIO X + Imagel + | mm?(media+
forma/gelificacion transversal del | scripts en Python DE)

filamento extruido bajo
presion 'y velocidad
controladas

Soporte de indice de precisién de | BIO X + ImageJ Adimensional
capas/estabilidad impresion (Pr) en malla (ideal = 1)
estructural porosa
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indice de colapso (Cf)
en prueba de puente

BIO X + ImageJ

% de
deformacion
estructural

Variables operativas del
proceso

Presién de extrusion

Valor de  presion
aplicada a la biotinta

Control neumatico de
BIO X

kPa (0.1-120)

Validacion funcional

Velocidad de | Velocidad lineal del G-code personalizado mm/s (1-20)
impresion cabezal en BIO X
Modelo  anatémico | Fidelidad morfoldgica | BIO X + evaluacién Observacion

complejo impreso

e integridad estructural

dimensional + ImageJ

cualitativa

del modelo anatémico
(oreja humana)

Consideraciones de bioseguridad y gestion de riesgos

Las actividades del presente proyecto se desarrollaron en dos espacios experimentales
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH): el Laboratorio de Quimica de
la Vida (LAVI), y el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos. La preparacion de las
formulaciones hidrogel se llevo a cabo en el LAVI-LID, mientras que las pruebas de
impresion y andlisis estructural se ejecutaron en el Laboratorio de Ingenieria de
Tejidos, el cual cuenta con la bioimpresora BIO X (Cellink) y esta clasificado como
instalacién de Nivel de Bioseguridad 2 (BSL-2).

Aunque este estudio no contempla el uso de células vivas, la manipulacion de
biopolimeros como quitosano, colageno, alginato y goma xantana requiere
condiciones asépticas que prevengan la contaminacion cruzada y aseguren la
reproducibilidad experimental. Por ello, se aplico lo estipulado en la norma 1SO
15190:2003, que establece el uso obligatorio de equipos de proteccion personal
(guantes, gafas, mascarillas, batas), asi como protocolos de desinfeccién de

superficies y equipos con etanol al 70 % o hipoclorito de sodio al 10 % (63).

Todos los insumos en contacto con las formulaciones, incluidos jeringas, pistones,
cartuchos y boquillas, fueron desinfectados despues de cada uso. La BIO X cuenta,
ademas, con sistema UV vy filtro HEPA integrado, que se activd antes de cada

sesion de trabajo para mantener condiciones de esterilidad.

Las pruebas de impresion se rigieron por la norma ASTM F3659-24, la cual
proporciona directrices para evaluar la seguridad, eficacia y respuesta estructural de
los hidrogeles utilizados por bioimpresion 3D(56). Se aplicaron estos criterios para

asegurar la bioseguridad y la calidad fisico-funcional de los constructos.
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Para la gestion de residuos, se siguieron los lineamientos de la norma ASTM E3051-
16. Los residuos sélidos como boquillas, puntas de jeringa y guantes se clasificaron
por nivel de riesgo y fueron descartados en contenedores debidamente etiquetados.
El material punzocortante fue eliminado inmediatamente después de su uso en
contenedores rigidos resistentes a perforaciones, sin reencapsulado ni manipulacion
directa.(64-66).

El manejo de reactivos como acido acético se llevo a cabo bajo las normas OSHA e
ISO, utilizando campanas extractoras, guantes resistentes, gafas de seguridad,
ventilacién adecuada y almacenamiento en gabinetes ventilados con etiquetado

reglamentario (67). .

Finalmente, todos los equipos criticos (bioimpresora) fueron sujetos a un
programa de mantenimiento preventivo, en cumplimiento con las normas 1SO
15190:2003 e I1SO 35001:2019 (68). Este incluye limpieza, verificacion operativa,

calibracion y documentacion de cada intervencion.

Para documentar las practicas de manejo seguro en laboratorio, se incluye a
continuacion una tabla simplificada que describe los procesos experimentales
previstos, el nivel de riesgo asociado (generalmente nulo o muy bajo dada la
naturaleza inocua de los biomateriales empleados) y las medidas béasicas de control.

Tabla 4.2: Identificacidn de riesgos y medidas de control.

Actividad Riesgo identificado Medida de control
Manejo de acido acético |Irritacion leve en piel o|Uso de guantes; evitar contacto
2% mucosas directo.

Limpieza con detergentes | Irritacion cutanea u ocular Uso de guantes; enjuague inmediato
con agua si hay contacto.

Uso de jeringas y boquillas | Lesion por objeto punzante | Manipulacién cuidadosa;
eliminacién inmediata en contenedor
rigido (tacho rojo).

Operacion de bioimpresora | Golpes o atrapamiento menor |Evitar contacto con piezas moviles
durante la operacion.

Manejo  de  residuos | Generacion de desechos Disposicion en bolsa comin o segin
plasticos normativa local.
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V. Resultados

Este capitulo expone los resultados fundamentales obtenidos en la investigacion,

organizados segun los objetivos planteados en el disefio metodolégico.

5.1 Identificacion de requisitos y descomposicién funcional del

sistema

La aplicacién de la metodologia VDI 2206 (39, 40), complementada con los
lineamientos de la norma ASTM F3659-24 (56), permitié definir los requerimientos
necesarios para el desarrollo de biotintas funcionales. Como se resume en la Figura
5.1, dichos parametros se organizaron en dos ejes principales:

Por un lado, se identificaron las propiedades fisicoquimicas, entre cuyos requisitos
funcionales destacan el comportamiento reoldgico, la capacidad de
entrecruzamiento, las propiedades termo responsivas y dependientes de PH. Por otro
lado, se definieron las propiedades biofuncionales esenciales con requisitos
funcionales como la citotoxicidad, la promocion de adhesion y proliferacién celular,

el biomimetismo y la actividad antibacteriana.

La descomposicion funcional del sistema permitio priorizar tres requisitos operativos
fundamentales para la bioimpresién por extrusion: la extrudabilidad, entendida
como el flujo estable del material a través de la boquilla; la retencién de forma,
necesaria para preservar la geometria tras la deposicion; y la capacidad
autoportante, clave para mantener la integridad estructural durante la construccion

de arquitecturas tridimensionales multicapa.

El analisis comparativo de biopolimeros revel6 que la gelatina y la goma xantana
resultan eficaces en la modulacion del comportamiento reolégico, mientras que el
alginato aporta capacidad de gelificacion controlada. El quitosano ofrece actividad
antimicrobiana, y el coldgeno contribuye de manera significativa a la adhesion y
proliferacion celular. En conjunto, estos materiales cubren el espectro de funciones
requeridas para las formulaciones hibridas empleadas. Para una descripcion de sus

caracteristicas estructurales y biofuncionales, se remite al Capitulo 2.
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Clasificacion

Goma Xantana

Requerimientos generales Gelatna
e N ) |m ouitesano
Favorables propiedades Favorables propiedades ) »
A @ Alginato (ibnico con Ca®)

uitosano (reticula con TPP)
e N Q (

Tiene v Colageno
) actividad Gelatina
antibacterial

Identificacién de
subfunciones estratégicas

@ Quitosano

Respuesta Promueve la
dependiente adherencia n Colageno
de pH celular Gelatina

TN D,

Figura 5.1: Clasificacién de subfunciones estratégicas en bioimpresion 3D por
extrusion y su relacién con propiedades fisicoquimicas y biofuncionales. Se indica

ademas la correspondencia con los materiales base utilizados en esta tesis.

5.2 Clasificacion funcional y generacion del biomaterial-toolbox

Como resultado del proceso anterior, se establecieron siete combinaciones
binarias de biopolimeros con potencial estructural, seleccionadas en funcion de su
capacidad para cubrir simultdneamente subfunciones criticas de la biotinta, como

soporte mecanico, bioactividad y estabilidad durante la impresion.

Las formulaciones identificadas muestran propiedades complementarias
considerando en todos los casos la gelatina y goma xantana, considerados
estructurales. En particular, la combinacion colageno—quitosano se incluyé como
control al no ser considerado estructural y debido a su potencial para generar un
material con capacidad de adhesion celular y propiedades antimicrobianas,

caracteristicas deseables para aplicaciones de ingenieria de tejidos.

En la Tabla 5.1 se resumen las combinaciones binarias seleccionadas, indicando los
materiales constituyentes, la funcidén esperada para cada mezcla y el disolvente
empleado para su preparacion. Todas las formulaciones se disefiaron considerando

compatibilidad de disolucién y potencial sinérgico en impresion por extrusion.
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Tabla 5.1: Combinaciones binarias de hidrogeles estructurales, funcion esperada y

disolvente recomendado.

Material A Material B Funcion esperada Solvente
recomendado
Goma Xantana Alginato Estructural, Agua
entrecruzamiento
rapido
Goma Xantana Gelatina Estructural, Agua

adherencia celular

Gelatina Alginato Estructural, Agua
entrecruzamiento
rapido

Colageno Goma Xantana Estructural, Agua

adherencia celular

Gelatina Quitosano Estructural, Acido acético
antibacterial

Colageno Quitosano Adherencia celulary | Acido acético
antibacterial

Quitosano Goma Xantana Estructural, Acido acético
antibacterial

Como extension del analisis de combinaciones binarias, se plantearon formulaciones
ternarias y cuaternarias que integran multiples funcionalidades en una sola matriz
polimérica. Estas combinaciones se disefiaron con el objetivo de maximizar el
rendimiento estructural de la biotinta durante la impresion, incorporando
simultaneamente propiedades bioldgicas especificas como la bioadhesion celular y

la actividad antibacterial.

Las formulaciones ternarias incluyen tres biopolimeros complementarios que
equilibran viscosidad, gelificacion rapida y funcionalidad bioactiva. Por su parte, las
formulaciones cuaternarias incorporan un cuarto componente para potenciar la

estabilidad estructural y ampliar la versatilidad biofuncional del sistema.

En la Tabla 5.2 se resumen las combinaciones seleccionadas, indicando los
componentes, la funcion esperada para cada mezcla y el disolvente recomendado.
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Tabla 5.2: Combinaciones ternarias y cuaternarias de biopolimeros, funcion esperada

y disolvente recomendado.

Composicion

Funcion esperada

Solvente recomendado

Gelatina + Goma Xantana +
Alginato

Estructural, entrecruzamiento
rapido, adherencia celular

Agua

Goma Xantana + Gelatina +
Quitosano

Estructural, bioadhesion,

antibacterial

Acido acético

Goma Xantana + Alginato + Estructural, entrecruzamiento Acido acético

Quitosano rapido, antibacterial

Gelatina  + Alginato  + | Estructural, bioadhesion, | Acido acético
Quitosano entrecruzamiento rapido

Alginato  + Gelatina  + | Estructural, bioadhesivo, | Acido acético

Quitosano + Goma Xantana impresion estable

En total se definieron doce combinaciones potenciales: siete binarias, cuatro ternarias
y una cuaternaria. Estas formulaciones constituyen la matriz inicial de biotintas
propuesta para evaluacién experimental. Cada combinacion fue disefiada
estratégicamente para cubrir las subfunciones estructurales y biofuncionales
identificadas en la etapa de descomposicion funcional. La validacion posterior de
estas mezclas permitira priorizar aquellas con mayor potencial para aplicaciones

especificas en bioimpresion tridimensional por extrusion.

5.3 Caracterizacion de la capacidad de extrusion inicial de

los hidrogeles mediante dispensacion controlada manual.

El cribado preliminar de extrudabilidad se aplicé a las combinaciones binarias y
ternarias descritas en las Tablas 5.1 y 5.2, evaluadas mediante el procedimiento
manual indicado en la seccion 4.3.2. Las formulaciones se identifican mediante una
nomenclatura abreviada que combina el material y su concentracion en peso/volumen
(p/v); por ejemplo, “Xa3” corresponde a goma xantana al 3 % p/vy “All” a alginato
al 1 % p/v. Esta convencion se mantiene en todo el capitulo para uniformidad en las

figuras y descripciones.
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Se prepararon ocho combinaciones de goma xantana con alginato, seis de goma
Xantana con gelatina, diez de gelatina con alginato, una de colageno con goma
xantana limitada por la baja disponibilidad de colageno, cuatro de gelatina con
quitosano y una de quitosano con colageno. De igual manera se evaluaron tres
formulaciones ternarias compuestas por alginato, gelatina y goma xantana. Todas las
mezclas fueron ensayadas bajo condiciones homogéneas de extrusion manual con
boquilla de calibre 22G.

La Figura 5.2 resume el estado de imprimibilidad y solubilidad de todas las
combinaciones binarias y ternarias evaluadas, y sirvi6 como base para definir las
formulaciones que progresaron hacia las etapas posteriores de impresién controlada.

Combinaciones Combinaciones

Materiales binarias ternarias

<Al 2 3 I
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Imprimibles
Gel2%-Xa1%-Al2%
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Figura 5.2: Resumen de combinaciones binarias y ternarias evaluadas mediante

dispensacion controlada manual.

Se identificaron formulaciones no imprimibles que compartieron dos mecanismos de
falla principales: Deformacion inmediata tras la deposicion y obstruccion de la
boquilla por formacion de agregados o precipitados. En el primer grupo se encuentran
las combinaciones Xal-Gell, Xal-All, Gell-Al1, Gell-Al2, Gel2-Al1, Gel1-Q1,
Gel1-Q3 y Col3-Q1, que colapsaron estructuralmente al carecer de resistencia para
mantener su geometria tras la extrusion. En el segundo grupo se ubican Xa3-Gel3,
Xa3-Al4, Xad-Al3, Gel3-Al4 y Gel4-Al3, en las que se produjo acumulacion de
material dentro de la boquilla impidiendo el flujo continuo. En el caso especifico de

las mezclas con quitosano, se evidencio la formacion de agregados dispersos en la
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preparacion, probablemente debido a variacion del PH o trazas del proceso de
extraccion a partir de su materia prima, residuos de mosca soldado negra (Hermetia
illucens), lo que contribuyé a su inestabilidad y al bloqueo parcial del sistema de

extrusion.

Un comportamiento particular se observo en las mezclas de quitosano con goma
xantana: en todas las proporciones evaluadas se formaron precipitados inmediatos
al mezclarse en &cido acético, explicados por la complejacion polielectrolitica entre
ambos biopolimeros. En estas condiciones, el quitosano se encuentra cargado
positivamente por la protonacion de sus grupos amino, mientras que la goma xantana
aporta grupos carboxilato con carga negativa, resultando en complejos insolubles. Esta
incompatibilidad intrinseca llevo a descartar desde esta fase todas las formulaciones
ternarias y cuaternarias que contenian este par (goma xantana—alginato—quitosano,
gelatina—alginato—quitosano, goma xantana—gelatina—quitosano y la cuaternaria
alginato—gelatina—quitosano—goma xantana).Con el fin de ilustrar los criterios de
clasificacion aplicados, la Figura 5.3 incluye diez fotografias de referencia: cinco
corresponden a formulaciones que superaron la prueba preliminar de extrudabilidad,
caracterizadas por flujo estable y retencion de la forma tras la deposicion, y cinco

a formulaciones que fallaron por inestabilidad o blogqueo de la boquilla.
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Xal-Al3 —Imprimible Gel3—-All —Imprimible Xa2-Gel2 —Imprimible Gel3—-Q1 —Imprimible Col2-Xa2 — Imprimible

® © ®) 0

Xal-All — Inestable Gell-Al2 —Inestable =~ Xa3—Gel3 — Obstruido Gel1-Q3 — Inestable Col3-Q1 — Inestable

Figura 5.3: Fotografias de formulaciones extruibles (a—€) y no extruibles (f—j)
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5.4 Andlisis del desempefio operativo de los hidrogeles
seleccionados mediante la parametrizacion de velocidad y
presion en la plataforma CELLINK BIO-X

A partir de esta seccion se presentan los resultados orientados a la verificacion de
la subfuncion extrusion y solidificacion, conforme a la metodologia VDI 2206. Los
datos obtenidos en esta etapa permitieron evaluar el comportamiento de los
filamentos depositados a partir de las formulaciones seleccionadas bajo condiciones
progresivas de presion y velocidad de impresion. Esta evaluacion, realizada en la
plataforma CELLINK BI10O-X, tuvo como finalidad identificar una ventana operativa
que garantizara la extrusion continua y homogénea de la biotinta, condicién
indispensable para su aplicacion en impresiones de mayor complejidad geométrica.
El flujo de analisis aplicado desde la captura fotogréfica hasta la cuantificacion del
area depositada permitié confirmar patrones morfologicos caracteristicos y establecer

su relacion con los gradientes de esfuerzo generados durante la extrusion.

En la Figura 5.4 se muestra el esquema representativo del proceso de analisis
implementado. La captura inicial de los filamentos extruidos evidencio variaciones
visibles en el grosor y la continuidad del material a lo largo del recorrido,
directamente asociadas a los cambios programados en la velocidad de impresion y
presion neumatica. Al aplicar el procesamiento digital y la binarizacion de las
imagenes, se logrd aislar el area efectiva del filamento, resaltando las zonas de

deposicion incompleta o adelgazada que no resultan evidentes a simple vista.
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Figura 5.4: Diagrama de flujo del registro experimental.
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La proyeccion vertical generada a partir de las imagenes binarizadas permitid
cuantificar las variaciones de altura en funcion de la posicion, revelando un patrén
repetitivo: los picos de altura corresponden a segmentos donde el flujo de material fue
estable, mientras que las depresiones marcadas indican regiones sometidas a mayor
esfuerzo cortante, donde la deposicion de material se reduce drasticamente. Este
comportamiento se traduce en un trazo no uniforme que, de extrapolarse a contextos
celulares, implicaria zonas de estrés mecanico variable. En el proceso de extrusion,
el objetivo es mantener el esfuerzo cortante al minimo posible, lo que se favorece
con altas velocidades de desplazamiento y presiones reducidas para permitir la
deposicién en el medio de cultivo sin dafio celular. Los esfuerzos mecanicos
posteriores a la impresion son también relevantes, pero exceden el alcance de este
trabajo.

Es importante sefialar que las biotintas basadas en hidrogeles son sistemas no
newtonianos (pseudoplasticos), cuya viscosidad disminuye progresivamente a
medida que se incrementa la tasa de corte (41). En tanto se incrementa el esfuerzo
cortante en la boquilla de extrusion, el material alcanza estados de menor viscosidad
y se comporta de forma mas cercana a un fluido, lo que abre la posibilidad de que
otros fendbmenos ademas del cortante influyan en la deposicion. En este régimen, la
tension superficial puede afectar la cohesion y continuidad del filamento sobre el
sustrato; la relacidn entre fuerzas viscosas e inerciales, aunque en régimen laminar
(nimeros de Reynolds bajos), puede condicionar la estabilidad del flujo; y la
inestabilidad de Rayleigh-Plateau puede inducir adelgazamientos o rupturas
periddicas en los filamentos extruidos. Estos mecanismos no se caracterizan en la
presente tesis por estar fuera de su alcance experimental, pero reconocerlos permite
comprender que el comportamiento de los hidrogeles bajo extrusion directa no
depende Unicamente del gradiente de esfuerzo, sino de la interaccion acoplada de

procesos reoldgicos e interfaciales.

El registro grafico de los resultados (area promedio del filamento frente a la velocidad
de impresidn) presentado en las Figuras 5.5 a 5.22 confirm0 esta tendencia consistente
en todas las formulaciones evaluadas: a medida que la velocidad de impresién se
incremento, el area promedio del filamento depositado mostré una disminucién
progresiva. Este comportamiento se acentud en configuraciones con presiones mas

altas, lo que refleja un mayor gradiente de cizallamiento en el interior del nozzle.
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Si bien este efecto podria comprometer la homogeneidad del trazo, su identificacion
temprana permite ajustar de manera precisa la ventana operativa para cada biotinta,
favoreciendo la continuidad y la reproducibilidad de la impresion. En particular,
combinaciones como alginato-goma xantana (Figuras 5.11 y 5.13) y gelatina-goma

xantana (Figura 5.6) mostraron un desempefio equilibrado.

80 Presion

OKF —§- 90kPa

4~ 120kPa
i —4- 170kPa
—4— 200kPa
Material: Alginato 3 %, Goma xantana 1%
60

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 s 100 125 150 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura 5.5: Comparacién del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Alginato 3 %, Goma xantana 1
%.

[
Presion

3 70kPa
—$- 100kPa

K —— 120kPa
—3— 170kPa
Material:Goma xantana 2 % , Gelatina 3%
1| 1
au 1
Bl ' 3
1 |

* -

2 4 6 8 10 2 14
Velocidad de impresién (mm/s)

-

/

Area promedio del filamento (mm?)
&

8

Figura 5.6: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Goma xantana 2 %, Gelatina 3
%.
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Presion

34— 60kPa
100 —#- 45kPa
—— 30kPa

Material: Coldgeno 2 %, Goma xantana 2 %

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 125 150 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura 5.7: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Colageno 2 %, Goma xantana 2
%.

Presién
¥ —§- 40kPa
~4— 70kPa
¥ 90kPa
Material: Goma xantana 2 %, Gelatina 1%

Area promedio del filamento (mm?)
2
g

25 50 75 100 125 15.0 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura 5.8: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Goma xantana 2 %, Gelatina 1
%.

Presién
—§- 50kPa
5~ 30kPa

Material: Goma xantana 2 %, Gelatina 2 %

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 10.0 125 15.0 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura 5.9: Comparacién del area promedio del filamento extruido a diferentes
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presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Goma xantana 2 %, Gelatina 2
%.

Presion
3 60kPa
- % 40kPa
3 20kPa

Material: Goma xantana 1 %, Gelatina 2 %

120

Area promedio del filamento (mm?)

75 10.0 125 15.0 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura5.10: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Goma xantana 1 %, Gelatina 2
%.

Presion

- 170kPa
3 200kPa
Material: Alginato 3%, Goma xantana 3%

8 8 3

Area promedio del filamento (mm?)
8

2 50 75 100 125 150 175 200
Velocidad de impresion (mm/s)

Figura5.11: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Alginato 3 %, Goma xantana 3
%.
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Area promedio del filamento (mm?)

75 125
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41



Figura 5.12: Comparacion del area promedio del filamento extruido a 200 kPa en
funcién de la velocidad de impresion. Formulacion: Alginato 3 %, Goma xantana 3
%.

Presion
- 90kPa
~4— 120kPa
—4— 170kPa
Material: Alginato 2 %, Goma xantana 2 %

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 125 150 s 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura5.13: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Alginato 2 %, Goma xantana 2
%.

Presion
- 90kPa

3 120kPa

80 —3— 160kPa

Material: Alginato 2%, Goma xantana 3%

Area promedio del filamento (mm?)
3

o \
25 50

Figura 5.14: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes

75 100 125 150 175 200
Velocidad de impresion (mm/s)

presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Alginato 2 %, Goma xantana 3
%.

42



Presion
- 60kPa
- -3 90kPa
—3— 160kPa
Material: Alginato 3%, Goma xantana 2 %

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 125 150 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura5.15: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes

presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Alginato 3 %, Goma xantana 2
%.

120 .
Presion

—§- 70kPa
- 120kPa
—§— 170kPa
—§— 200kPa
Material: Gelatina 3%, Alginato 1%

2 ® 8
8 3 8

Area promedio del filamento (mm?)

3

25 50 75 10.0 125 150 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura5.16: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 3 %, Alginato 1 %.
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Presion
80kPa
120 120kPa
+— 140kPa
200kPa
Material: Gelatina 1 %, Alginato 3%

80 - -

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 125 150 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura5.17: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 1 %, Alginato 3 %.
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- Material: Gelatina 3 %, Alginato 2%
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Velocidad de impresion (mm/s)

Figura 5.18: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes

presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 3 %, Alginato 2 %.

Presion
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Material: Gelatina 3 %, Quitosano 1%

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 125 15.0 175 200
Velocidad de impresion (mm/s)

Figura5.19: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes

presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 3 %, Quitosano 1 %.
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140
Presion

~4- 80kPa

&~ 60kPa

120 Material: Gelatina 1 %, Goma Xantana 1 %, Alginato 1%

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 10.0 125 150 175 200
Velocidad de impresion (mm/s)

Figura 5.20: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes

presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 1 %, Goma xantana
1 %, Alginato 1 %.

Presion
4~ 60kPa
—$- 40kPa
60 —§— 20kPa
Material: Gelatina 3 %, Goma Xantana 2 %, Alginato 1%

Area promedio del filamento (mm?)

25 50 75 100 s 150 175 200
Velocidad de impresion (mm/s)

Figura 5.21: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
presiones y velocidades de impresion. Formulacion: Gelatina 3 %, Goma xantana
2 %, Alginato 1 %.
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—§- 120kPa
% —§—- 160kPa
Material: Gelatina 2 %, Goma Xantana 1%, Alginato 2%

Area promedio del filamento (mm?)

5 100 125 15.0 175 200
Velocidad de impresién (mm/s)

Figura 5.22: Comparacion del area promedio del filamento extruido a diferentes
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presiones y velocidades. Formulacion: Gelatina 2 %, Goma xantana 1 %, Alginato
2 %.

La Figura5.23 sintetiza el comportamiento de todas las formulaciones evaluadas para
su uso directamente en la practica, integrando en un solo diagrama los efectos de la
velocidad y presion aplicada segin la composicion de la biotinta sobre el area
promedio del filamento. Se observa que las areas mas amplias se concentran en
condiciones de baja velocidad y presiones intermedias-altas, mientras que el
incremento de velocidad produce una reduccion marcada del area, evidenciando una
menor deposicion de material. Este patron es particularmente notorio en mezclas con
mayor contenido polimérico, las cuales, aunque mantienen cierta estabilidad

estructural, requieren presiones mas altas para ser extruidas de manera continua.
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Figura 5.23: Diagrama de burbujas rotado 90° para méaxima legibilidad. Relaciona la

velocidad de impresion (mm/s) con diferentes formulaciones de biotintas (eje X), la
presion aplicada (kPa, codificada en el color) y el area promedio del filamento impreso
(mm2, proporcional al tamafio del circulo). Cada circulo representa el promedio de
mediciones triplicadas en imagenes binarizadas del strand extruido. Este formato
permite comparar con detalle la estabilidad de impresion entre materiales y

condiciones operativas.
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Dentro de estas formulaciones, la mezcla goma xantana 1 % — gelatina 2
% se distingue por su extrusion estable desde presiones cercanas a 20kPa,
lo que sugiere una menor exposicion a esfuerzos cortantes y, por ende, un
mayor potencial para conservar la viabilidad celular. En contraste, las
combinaciones gelatina 2 % — alginato 3 % y gelatina 3 % — alginato 3 %
solo pudieron extruirse de manera aceptable a presiones cercanas a
200kPa y a la velocidad minima evaluada (1mm/s), condicion poco
favorable para impresiones de gran escala debido al mayor tiempo de
fabricacion y al posible estrés adicional sobre las células.

Estas formulaciones, junto con gelatina 3 % — quitosano 3 %, fueron
consideradas no aptas para continuar en las etapas siguientes del estudio.
La Figura 5.24 muestra este comportamiento, evidenciando que, a pesar
de alcanzar areas de filamento similares(18-30mmz2), la necesidad de
presiones extremas compromete su aplicabilidad practica y sugiere

limitaciones importantes para su uso en bioimpresion funcional.

Velocidad evaluada: 1 mm/s

Presion Materiales descartados
35 | @ 200 kPa

3 120 kPa

"mmpY e
|
I

o]

Area promedio del filamento (mm?)
5

w

Gelatina 3% Gelatina 2% Gelatina 3% Gelnti'na 3% Gelatina 3%
Alginato 3% Alginato 3% Quitosano 3% Quitosano 3% Quitosano 3%

Figura 5.24: Comparacion de mezclas descartadas evaluadas a 1 mm/s. Las
formulaciones Gelatina 3 %—Alginato 3 %, Gelatina 2 %—Alginato 3% y
Gelatina 3 %—-Quitosano 3 % solo lograron extruirse correctamente bajo

presiones elevadas (120-200 kPa).

Por el contrario, los sistemas basados Unicamente en goma xantana y

alginato destacaron por su uniformidad y estabilidad estructural, atribuida
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al entrecruzamiento rdpido que provee el alginato, sin ofrecer sitios
favorables para adhesion celular. Las combinaciones goma xantana —
gelatina mostraron un equilibrio 6ptimo: estabilidad mecénica aportada
por la goma xantana y sitios bioactivos en la gelatina. Finalmente, las
mezclas ternarias que incorporan gelatina son las més prometedoras,
combinando buena extrudabilidad, respuesta rapida al entrecruzamiento y

potencial para aplicaciones bioldgicas complejas.

5.5 Evaluacion de la estabilidad estructural inmediata

Se valida la subfuncidn solidificacién y soporte y se evalla la capacidad
de las formulaciones para conservar la geometria depositada
inmediatamente post extrusion. Las mallas impresas fueron disefiadas con
macroporos cuadrados de 1 a 5 mm?, siguiendo el patron descrito en el
Anexo 2. La fidelidad geométrica se cuantificO mediante el indice de
precision relativa (PR), calculado en Image) a partir del area y
perimetro en la diagonal de cada macroporo. Ademas, la estabilidad se
integré en un indicador robusto de desempefio estructural (IDE), que
combina la cercania del PR a la unidad con la variabilidad relativa,

permitiendo discriminar precision y consistencia.

Las Figuras 5.25 muestran ejemplos representativos de mallas donde se
aprecian contrastes evidentes: en las formulaciones de mejor desempefio se
distinguen bordes bien definidos y uniformidad entre macroporos,
mientras que en condiciones subdptimas se observan fusiones parciales de

hebras, irregularidades en los poros y heterogeneidad en la deposicion.
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() Xa2% AR%
90 kPa 15 mm's

(£)Gel2 % xa1% An%
160 kP 30 mam's

(k) Xa1% A13%
160 kPa 20 mm/s

(b) Xa3% A13% (c) Gel3% AR% (d) Gel1%A13% (€) Ge2% Xa2%
200 kPa 20 mm's 200 kPa 10 mm/s 140 kP2 10 mm/s 50 kPa 40 mm/s

(2) Gell % Xal% A% (h) GeB% 1% (i) Col2% Xa2% (1) Gelz%xa2% A%
0K s

120 kPa 40 mm's 45 kPa 20 mm/s 60 kPa 30 mm's.

(1) Gel1 % Xa2% (m) Gel3% A11% (n) Xa3% AR% (1) Getsooxa2%
50 kPa 40 mm/s 170 kPa 15 mm/s 120 kPa 5 mm/s 170 kPa 20 mm/s

Figura 5.25: Mallas impresas para el ensayo de estabilidad estructural inmediata.

Posteriormente, los datos obtenidos de las mediciones fueron integrados en

los mapas de calor presentados en las Figuras 5.26 y 5.27. El primer mapa

muestra la media del PR y su desviacién estandar, Gtil para identificar

formulaciones cuya fidelidad geométrica se aproxima a la unidad; el

segundo mapa consolida esta informacion en el indicador robusto (IDE),

facilitando la comparacion global del desempefio entre condiciones

operativas.

Xa2%-A12% | P:90 V:5
Xa20%-A12% | P:90 V:15
Xa2%-Al2% | P:90 V:25

Xa3%-Al2% | P:160 V:20
Xa3%-AI12% | P:160 V:40
Xa1%-AI3% | P:160 V:20
Xa3%-Al3% | P:200 V:30
Xa3%-Al3% | P:200 V:20
Xa2%-Al13% | P:120 V:5
Xa2%-Al3% | P:120 V:30
Gel3%-AI1% | P:170 V:10
Gel3%-Al1% | P:170 V:5
Gel3%-AlL% | P:170 V:15
Gel3%-A12% | P:200 V:5
Gel3%-AI2% | P:200 V:10
Gel1%A13% | P:140 V15
Gel1%-A13% | P:140 V:10
Gell%-A13% | P:140 Vi5
Gel1%-AI3% | P:170 V:40
Gel1%-A13% | P:170 V:20
Gel3%-01% | P:80 V:20
Gel3%-Q1% | P:120 V:30
Col29%Xa2% | P:45 V:20
Gel2%-Xa2% | P:50 V:20
Gel2%Xa2% | P:50 V:10
Gel1%-Xa2% | P:50 V:15
Gel2%-Xal% | Pid0 Vi15
Gel2%-Xa1% | P:30 V:30
Gel1%Xa2% | P:50 V:40
Gel2%-Xa2% | P:50 V:40

Material | Presion | Velocidad

Gel2%Xa2% | P:50 V:30
Gel3%-Xa2% | P:170 V:20
Gel3%-Xa2%-Al1% | P:60 V:20
Gel3%-Xa2%-Al1% | P:60 V:30
Gel2%-Xal%-A12% | P:160 V:30
Gel2%-Xa1%-Al12% | P:160 V:20
Gel1%-Xa1%-Al1% | P:70 V:10
Gel1%-Xal%-Al1% | P:80 V:30
Gell%-Xal%-AI1% | P:80 V:20

1.01 +0.18
0.94 £0.11

0.93 £ 0.04
0.94 £ 0.11

0.93 + 0.02 1.04 = 0.08
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0.96 + 0.01
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0.95 £ 0.03
02

0.94 £ 0,05

).05

Media PR

!
|

+ 0.02
0.9 = 0.05
0.91 +0.04

Indicadores PR

Figura 5.26: Mapa de calor de la media del indice PR (PR) con su
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desviacion estdndar (+0 ) para las distintas combinaciones de material,
presion y velocidad. Valores cercanos a 1 indican mayor fidelidad

geométrica.

Heatmap de Indicador (cercania a PR=1 y estabilidad)

Xa2%-Al2% | P:90 V:5
Xa2%-Al2% | P:90 V:15

Xa2%-AI2% | P:90 V:25

Gel3%-Al1% | P:170 V:5
Gel3%-Al1% | P:170 V:15
% | P:200 V5

Gel1%-Al3% | P:140 V:10

Gel1%-Al3% | P:140 V:5
Gel1%-A13% | P:170 V:40
Gel1%-A13% | P:170 V:20

Gel3%-Q1% | P:80 V:20

Indicador

Gel3%-Q1% | P:120 V:30
Col2%-Xa2% | P:45 V:20
Gel2%-Xa2% | P:50 V:20

Material | Presion | Velocidad

Gel2%-Xa2% | P:50 V:10
Gell%-Xa2% | P:50 V:15
Gel2%-Xa1% | P:40 V:15
Gel2%-Xa1% | P:30 V:30
Gel19

% | P:50 V:40
Gel2%

2% | P:50 V:40
Gel2%-Xa2% | P:50 V:30
Gel3%-Xa2% | P:170 V:20
Gel3%-Xa2%-Al1% | P:60 V:20
%-Al1% | P:60 V:30

-AI2% | P:160 V:30
Gel2%-Xa1%-A12% | P:160 V:20
Gell%-Xal%-All% | P:70 V:10
Gell%-Xal%-Al1% | P:80 V:30

Gel1%Xal%-Al1% | P:80 V:20

Indicadores PR

Figura 5.27: Mapa de calor del indice de Desempefio Estructural (IDE),
que combina la cercania del PR a 1y la variabilidad relativa.

Las formulaciones ternarias Gel-Xa—Al lograron el desempefio mas
equilibrado. En particular, la combinacion Gell %—-Xal %—Al1 % alcanzé
valores de PR cercanos a la unidad, con alta consistencia reflejada en un
IDE elevado. Estas condiciones las posicionan como candidatas para
impresiones de geometrias anatbmicas complejas o andamios multicapa.
Las mezclas binarias Xa-Al mostraron fidelidad adecuada en macroporos
grandes (PR=0.99), pero tendencia al colapso en poros pequefios (PR >
1.08). En estos casos, el IDE moderado indica eficiencia en estructuras
simples o en capas Unicas, donde la variabilidad no compromete del todo
la funcionalidad.

Por otro lado, las formulaciones con coldgeno o quitosano, aunque
alcanzaron PR aceptables (0.92-0.95), presentaron variabilidad mayor

(IDE < 2.5) y defectos en bordes, limitando su aplicabilidad directa. Sin
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embargo, su biofuncionalidad inherente (adhesion celular y bioactividad)
sugiere que, tras optimizacion reoldgica, podrian integrarse en sistemas

hibridos para aplicaciones especificas en ingenieria de tejidos.

5.6 Evaluacion del indice de colapso

Esta etapa constituye la Gltima fase de verificacion funcional dentro de la
metodologia VDI 2206, previa a la validacion integral del sistema. El
objetivo fue determinar la capacidad de las biotintas para mantener su
forma al ser depositados sobre separaciones sin soporte de diferente
longitud, simulando condiciones criticas para la fabricacion de andamios

biomédicos.

La Figura 5.28 presenta imagenes representativas ordenadas de acuerdo
con el promedio del factor de colapso (C f), contrastando formulaciones
con alta y baja estabilidad estructural. Se observa que las combinaciones
mas estables conservan la alineacion y definicion de los filamentos incluso
en separaciones amplias, mientras que las menos estables muestran colapso
evidente y pérdida de forma. Este contraste visual es un primer diagnostico
del comportamiento mecanico bajo creep post impresion de los hidrogeles
y su potencial para aplicaciones biomédicas donde la precision geométrica
es critica para la interconectividad y permeabilidad de los constructos.

(a) Ge3%Q1% (b) Ge12%Xa1% A% (C) Gel1%A13% (d) Xa1%Ge2%
120 kPa—5 mm/s 120 kPa—20 mm/s 200 kPa—-3mm's 50 kPa—10 mm's

(e) Ge3%AR% (f) xa2%AB% (8) Xa2%Gel2% (h) Ge13%xa2% A11%
200 kPa— 10 mm/s 120 kPa—-30 mm's 90 kPa—30 mm/s 60 kPa— 10 mm/s

(1) con2%Xa2% (j) xa2% A% (k) xa3%An% (1) Geann
100 kPa — 20 mm's 170 kPa— 15 mm's 160 kPa— 20 mmv's 170 kPa— 15 mm/s

| I
|

(m) Xa3%AB% (D) Xa3%Gel2% (1) Xa2% Gel1% (0) Gel1%Xal% Al1%
200 kPa - 20 ma's 170 kPa—20 mm's 50 kPa— 30 m's 80 kPa— 30 mm's

Figura 5.28: Imagenes representativas de las formulaciones ordenadas
segun su factor de colapso (C f). Tras esta evaluacion visual, se analizaron
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los datos cuantitativos del factor de colapso en funcion de las separaciones
ensayadas (1-6 mm). La Figura 5.29 muestra que la mayoria de biotintas
mantuvo deformaciones minimas (C f < 10 %) en separaciones cortas (1—
2 mm), mientras que a partir de 4 mm combinaciones superaron el 20 %,
como Gel3 %-Q1 % y Gel3 %-Xa2 %-All %.

Por el contrario, las formulaciones con mayor proporcién de alginato
especialmente Gell %-Xal %-All % y Gell %-Al3 % conservaron su

geometria incluso en las separaciones mas amplias (C f <5 %).

Separacién 1 Separacién 2 Separacion 3

Factor de Colapso (%)

Separacion 4 Separacion 5 Separacion 6

Figura 5.29: Factor de colapso (%) en separaciones de 1 a 6 mm. Se
observa un incremento progresivo del colapso a mayores distancias,

especialmente en biotintas con bajo contenido de alginato.

El analisis comparativo global resumido en la Figura 5.30 ordena las
formulaciones de acuerdo con su promedio de Cf en todo el rango de
separaciones por cada muestra. El ranking evidencia una clara jerarquia:
Gel3 %-Q1 % se ubico como la menos estable (promedios > 50 %),
mientras que Gell %-Xal %-All % y Gell %-Al3 % mostraron un
desempefio sobresaliente (= 5 %). Las formulaciones binarias ocuparon
posiciones intermedias, sugiriendo que estas mezclas ternarias
proporcionan un balance superior entre cohesion y rigidez como tinta de

biomaterial prometedora.
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Ranking Global de Estabilidad

Gel3%-Q1%
Gel2%-Xal%-Al2%
Gell1%-Al3%
Xal%-Gel2%
Gel3%-Al2%
Xa2%-Al3% -
Xa2%-Gel2%
Gel3%-Xa2%-Al1%
Col2%-Xa2% -
Xa2%-Al2%
Xa3%-Al2%
Gel3%-Al1%
Xa3%-Al3%
Xa3%-Gel2%

Xa2%-Gell%
Xal%-Al3%
Gell%-Xal%-All%

Figura 5.30: Ranking global de estabilidad estructural en base al
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promedio del factor de colapso (C f) para todas las separaciones. Las

formulaciones ternarias con alginato mostraron el mejor desemperio.

Estos resultados refuerzan la idea de que, aunque varias formulaciones
pueden emplearse para impresiones simples 0 monocapa, solo aquellas con
bajo Cf y comportamiento consistente frente a separaciones amplias son
candidatas para estructuras biomédicas complejas, donde el soporte
mecéanico inicial es crucial para mantener la arquitectura del andamio

durante el proceso de bio fabricacién y posterior cultivo celular.

5.7 Validacion final mediante impresion de un modelo

anatémico complejo

La fase de validacion final marcd el cierre del modelo metodolégico
planteado, al trasladar las condiciones optimizadas desde pruebas
controladas hacia un escenario anatomico complejo. Esta etapa permitio
evaluar, en un solo proceso, la capacidad de las biotintas hibridas
seleccionadas para mantener la precision geométrica y la estabilidad
estructural en piezas con curvaturas pronunciadas y detalles finos,
caracteristicas propias de 6rganos como el pabellon auricular o la nariz.

Maés alla de verificar la imprimibilidad, este ejercicio buscé evidenciar el
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potencial de las formulaciones para su uso en andamios personalizados y

modelos farmaco-toxicologicos.

La Figura 5.31 muestra la impresion progresiva del modelo anatémico de
nariz empleando la formulacion Gell %—Xal %—All %, seleccionada por
su desempefio superior en las métricas estructurales obtenidas previamente
(IDE elevado, factor de colapso bajo, PR cercano a 1 y bajo rango de
presiones de trabajo). Durante la deposicion, se observé una buena
continuidad del filamento y una adecuada fidelidad geométrica en las
diferentes etapas del proceso (10-100 % de la construccion).
Posteriormente, el entrecruzamiento en CaCl, 100mM permitié consolidar
el constructo, evidenciando su répida respuesta ionica y alta capacidad
autoportante, sin deformaciones significativas al ser manipulado. Estos
resultados confirman el potencial de esta formulacion como la mas
prometedora del conjunto evaluado para la fabricacion de geometrias

anatémicas complejas y su proyeccion hacia aplicaciones en ingenieria de

tejidos.

Nariz post-entrecruzamiento
en CaCl2

Nariz al 10% Nariz al 40% " Nariz al 60% . Nariz al 100%

Figura 5.31: Impresion del modelo anatdbmico de nariz en distintas
etapas de avance (10 %, 40 %, 60 %, 100 %) y post-entrecuzamiento en
CaClz. Material utilizado: Gell %—Xal %—Al1 %.

De manera complementaria, la Figura 5.32 presenta la impresion del
modelo utilizando la formulacion Xa3 %—Al2 % caracterizada por un bajo
promedio de factor de colapso, un IDE elevado y valores de PR
inferiores a la unidad, demostr6 un comportamiento altamente estable
durante la deposicion. Si bien su procesamiento requirié un rango de
presiones mayor en comparaciéon con Gell %-Xal %-All %, el

constructo final mantuvo una geometria definida y una adecuada

54



continuidad de filamentos, alcanzando un acabado morfolégico uniforme
y sin colapsos notables al finalizar la impresion. Estos resultados
confirman que, pese a la mayor exigencia operativa, esta formulacion es

igualmente apta para generar modelos anatdmicos robustos y precisos.

e

Nariz al 10% Nariz ol 50% Nariz al 80% Nariz al 90% Nariz al 100%

Figura 5.32: Impresion del modelo anatdmico de nariz en distintas etapas de
avance (10 %, 50 %, 80 %, 90% y 100 %) utilizando la formulacién Xa3
%—Al2 %.

La Figura 5.33 presenta la impresion del modelo anatomico de pabellén
auricular utilizando la formulacion Gel4 %—Xa2 %. Esta mezcla, si bien
requirio un rango de presiones de trabajo mas elevado para alcanzar
una deposicion continua y estable, demostré un indice de Desempefio
Estructural (IDE) alto, con valores de PR cercanos a la unidad y un factor
de colapso reducido. Estas caracteristicas se tradujeron en una
construccion con buena definicion volumétrica y conservacion de la

geometria durante el proceso de apilamiento de capas.

Oreja al 10% Oreja al 30% Oreja al 60% Oreja al 70%

nr,

Orejacl80% Oreja al 100%

Figura 5.33: Impresion del modelo anatdmico de oreja en distintas etapas de
avance (10 %, 30 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %) utilizando la
formulacién Gel3 %—Xa2 %.

Se evalu6 la formulacion Gell %-Al3 % en la impresion del modelo

auricular (Figura 5.34). Esta mezcla, aunque presentd un PR cercano a 0.8 y
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un IDE aceptable en los analisis previos, mostré un factor de colapso
elevado que limito su capacidad de mantener la geometria a medida que
aumentaba la altura del constructo. En las primeras capas se observo
cierta regularidad, pero conforme se afiadieron capas sucesivas, el modelo
evidencid deformacion y fusion de hebras, comprometiendo su fidelidad
geométrica. Este comportamiento indica que, aunque puede emplearse en
andamios planos o de baja altura, no resulta adecuada para geometrias

anatomicas tridimensionales complejas sin optimizacion adicional.

Oreja al 10% Oreja al 20% = Oreja al 40%

Figura 5.34: Modelo auricular impreso con Gell %-Al3 %. A pesar de un
IDE aceptable y PR cercano a 0.8, el elevado factor de colapso ocasiond
deformacion progresiva en las capas superiores, limitando su aplicabilidad

en geometrias volumétricas complejas.

Finalmente, la validacion con modelos anatomicos cerré el ciclo
metodoldgico planteado en VDI 2206. Al integrar los parametros y
métricas definidos en cada fase previa, se comprob6 que el proceso permite
transitar de pruebas elementales hacia geometrias complejas manteniendo
control sobre estabilidad y fidelidad. Este resultado confirma la solidez del
enfoque propuesto para escalar la bioimpresién hacia el disefio avanzado

de modelos fisiologicos.

V1. Discusion

La presente investigacion demostro la factibilidad de adaptar el modelo
VDI 2206 al desarrollo y validacion acelerada de biotintas hibridas,
priorizando desde el inicio las subfunciones criticas definidas por Rau et
al. (10, 11): extrusion continua, solidificacion inmediata y soporte
estructural. Este enfoque funcional permitié establecer un filtro temprano
que garantizo la estabilidad geométrica basica de las formulaciones antes

de avanzar hacia etapas mas complejas, reduciendo la dependencia de

56



procesos iterativos extensos y evitando evaluar biofuncionalidad en
materiales estructuralmente inviables. A diferencia del trabajo original
de Rau et al., enfocado en siliconas y elastomeros de alta viscosidad,
en este estudio se trasladaron y ajustaron dichas subfunciones a biotintas
poliméricos hibridas con requisitos bioldgicos y de esterilidad, ampliando
asi su aplicabilidad hacia biomateriales y demostrando que el enfoque

VDI 2206 es versatil para sistemas blandos y bioactivos.

Una vez definido el toolbox polimérico y superado el primer filtrado
funcional, la investigacion se enfocd en la optimizacion de parametros
operativos (presion y velocidad de impresion). Este paso fue esencial para
aislar el desempefio intrinseco de cada formulacién y minimizar el sesgo
asociado a condiciones de impresion suboptimas. En comparacion con
estudios previos (7, 43, 52), aqui se logré que con presiones bajas y
controladas fuese posible reproducir geometrias complejas con mas del 80

% de fidelidad geométrica en un solo paso.

Con las condiciones operativas establecidas, la evaluacion estructural se
consolidé mediante dos métricas complementarias: el indice de precisién
relativa (PR), cominmente utilizado en la literatura (50, 60, 69), y el indice
de Desempefio Estructural (IDE) propuesto. El primero cuantificd la
fidelidad geométrica en funcion del area y perimetro de los macroporos,
mientras que el segundo integr6 simultaneamente precision y variabilidad,
permitiendo jerarquizar formulaciones de manera mas robusta. Ribeiro et
al. (2017) y Ouyang et al. (2016) se centraron en la circularidad y fidelidad
de forma con PR en sistemas mono componente, mientras que este trabajo
optimizo ese enfoque para comparacion directa de maltiples formulaciones
hibridas, introduciendo IDE como una herramienta integradora. Este IDE
supera la limitacion de evaluar una sola capa y puede extenderse a anlisis
multicapa, evaluando asi la capacidad autoportante bajo condiciones mas
exigentes. Ademas, el IDE permitio cuantificar diferencias de variabilidad
Inter lote, aportando informacién estadistica valiosa que PR por si sélo no

capturaba.

A diferencia de las pruebas reoldgicas convencionales, que requieren
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equipamiento especializado (p. ej., redbmetros rotacionales) y personal
altamente capacitado para la interpretacion de curvas de viscosidad,
modulo de almacenamiento (G”) y pérdida (G”), el enfoque implementado
en este estudio se basd en parametros obtenidos directamente de la
bioimpresora (presion de extrusion, velocidad de desplazamiento,
distancia entre filamentos y deformacion de macroporos). Este tipo de
métricas operativas extraidas en tiempo real del equipo de impresion
permiten evaluar la estabilidad geométrica y la capacidad autoportante
sin necesidad de realizar un barrido reolégico completo para cada
formulacion. En entornos clinicos o laboratorios con recursos limitados,
donde es inviable contar con redmetros por su alto costo y la necesidad de
experiencia técnica avanzada, esta metodologia ofrece una alternativa
reproducible y directamente vinculada al proceso de impresion (9). De
hecho, los resultados obtenidos mostraron que al controlar la presion y
velocidad directamente desde el gcode permitié estandarizar directamente
por medio de pardmetros reportados por la propia bioimpresoray fue posible
jerarquizar al menos 12 formulaciones distintas en términos de
estabilidad geométrica y reproducibilidad estructural. Esta estrategia
reduce la brecha entre caracterizacion de laboratorio y condiciones reales
de bioimpresion, integrando el desempefio reoldgico efectivo
(comportamiento viscoelastico bajo flujo) con la respuesta estructural
final. En consecuencia, el IDE propuesto no solo complementa los
modulos reoldgicos tradicionales, sino que los traduce a un marco
operativo mas cercano a la practica de impresion tridimensional,
favoreciendo asi la adopcidn de biotintas optimizadas en entornos clinicos

y productivos donde los redbmetros no estan disponibles.

Gillispie et al. (2020) demostraron la utilidad del factor de colapso como
métrica adicional de estabilidad estructural (60). Siguiendo esa linea, en
este estudio se sistematizo el calculo de dicho factor y se obtuvieron
valores incluso superiores en reproducibilidad, al integrar un protocolo de
impresion parametrizado y un filtrado funcional previo de formulaciones.
Esto resalta la ventaja de aplicar un marco metodoldgico modular que
reduce la variabilidad antes de la medicion y complementa la propuesta
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de Gillispie con un abordaje comparativo mas amplio, validado con 48
impresiones en triplicado por formulacion. Esta cantidad de repeticiones
otorg0 potencia estadistica suficiente para detectar diferencias sutiles entre

composiciones muy cercanas.

Materiales como gelatina mostraron mayor variabilidad atribuible
probablemente a su termosensibilidad. Esta caracteristica, influenciada por
fluctuaciones de temperatura ambiental durante los ensayos, pudo
contribuir a discrepancias entre repeticiones en dias distintos (70),
subrayando la importancia de contar con control térmico y evaluacion

interlote para asegurar comparabilidad de resultados.

Pese a cumplir los objetivos planteados como optimizacion estructural,
jerarquizacion y validacién mediante modelos anatomicos complejos, la
investigacion se limitd a la estabilidad inmediata. Normas como la 1SO
10993 (71) y la ASTM F3659-24 (56) establecen que una biotinta debe
ser evaluada adicionalmente en citotoxicidad, adhesidn, proliferacion
celular, degradacion y comportamiento mecanico a largo plazo, lo que marca
una frontera clara entre los logros de este estudio y las evaluaciones
pendientes para validar completamente las biotintas desarrolladas.

6.1 Recomendaciones para trabajos futuros

A la luz de los resultados obtenidos y de las limitaciones identificadas,
se propone una agenda de investigacion orientada a consolidar y ampliar
el marco metodoldgico desarrollado. En primer lugar, es prioritario
extender los rangos de presion, velocidad y temperatura de impresion
para capturar comportamientos viscoelasticos no lineales y definir
ventanas especificas para cada formulacion. Este tipo de evaluacion
deberia incluir también sistemas multicapa y multiextrusor para simular
escenarios de impresion complejos y validar la capacidad autoportante de
las biotintas en condiciones mas exigentes. Asimismo, debe
complementarse la evaluacion estructural inmediata con estudios de

biofuncionalidad a largo plazo citocompatibilidad, adhesion vy
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proliferacion celular, degradacion controlada y caracterizacion mecénica
en condiciones fisioldgicas siguiendo normas internacionales como 1SO
10993 y ASTM F3659-24.

En segundo lugar, la integracion de técnicas dpticas avanzadas para el
monitoreo en tiempo real de la extrusion y solidificacion, inspiradas en la
propuesta de Lamberger et al. (2024) (52), permitiria reducir la variabilidad
interensayo y habilitar un control estadistico continuo del proceso. Este
tipo de sistemas podria también retroalimentar algoritmos de control
activo, ajustando presion o velocidad en funcién de la calidad geométrica

detectada in situ.

Un tercer eje estratégico es el desarrollo de arquitecturas multicapa y
multicomponente tipo “sandwich” que integren gradientes de rigidez o
bioactividad, evaluando propiedades de barrera, permeabilidad
transepitelial y polarizacion celular en modelos epiteliales complejos. Esta
linea permitira probar la metodologia VDI 2206 en contextos fisiologicos

mas realistas y acercarse a modelos funcionales de tejidos (72).

Finalmente, la base de datos generada en este estudio constituye un punto de
partida solido para el desarrollo de estrategias basadas en inteligencia
artificial orientadas a la prediccion y optimizacion de parametros de
impresion en tiempo real. En particular, modelos de aprendizaje
automatico en reologia y bioimpresién como los propuestos por Daegeon
Oh et al. (48) podrian entrenarse con estos datos para anticipar el
comportamiento estructural de nuevas formulaciones y minimizar la
dependencia de ensayos experimentales extensivos. Esta aproximacion
no pretende sustituir técnicas consolidadas como la reometria
considerada una herramienta de referencia en la optimizacion de
biotintas y que requiere personal especializado para su correcta
interpretacion (9, 73) sino complementarlas dentro del ciclo de desarrollo.
De este modo, se favoreceria una iteracion mas &gil hacia biotintas
personalizadas y ajustadas a los requerimientos especificos en el disefio de

modelos fisioldgicos.

60



Disponibilidad de datos

Los conjuntos de datos generados, utilizados y/o analizados durante el
presente estudio estan disponibles a través del autor previa solicitud

razonable.

Declaracién sobre la elaboracion y revision del manuscrito

Se utilizé laherramienta de inteligencia artificial ChatGPT (OpenAl) como
apoyo para la correccion de estilo, esquemas y revision gramatical del
presente documento. Todas las ideas, analisis y planteamientos cientificos
presentados son originales del autor. Cualquier contenido conceptual o
bibliogréafico proveniente de terceros ha sido debidamente citado conforme

a las normas académicas correspondientes.

VIl. Conclusiones

La presente investigacion demostro la viabilidad de adaptar el modelo
metodoldgico VDI 2206 para el desarrollo y validacion estructural
temprana de biotintas hibridas empleadas en bioimpresion 3D por
extrusion. En concordancia con los objetivos especificos planteados, se

obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. En relacién con el disefio del toolbox de hidrogeles hibridos
(alginato, goma xantana, gelatina, coldgeno y quitosano), se
logr6 desarrollar 'y caracterizar un conjunto amplio de
formulaciones que permitié organizar sus propiedades estructurales
relevantes y sentar las bases para una seleccion racional segln su

comportamiento estructural.

2. Respecto a la caracterizaciéon de la extrusion inicial, se realizé un
filtrado rapido mediante dispensacion manual controlada,
descartando formulaciones incapaces de mantener deposicion
estable. Este paso optimizo el uso de recursos y concentré el analisis

en materiales con potencial real de impresion.
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3. Enlo referente al analisis del desempefio operativo, se establecio un
rango reproducible de presion y velocidad en la plataforma
CELLINK BIO-X a través de impresiones controladas con G-code
parametrizado. Este control permitié cuantificar objetivamente el
comportamiento de cada formulacion durante la extrusion y sentd

las bases para su jerarquizacion posterior.

4. Para la evaluacion de la estabilidad estructural inmediata, se
implementaron métricas estructurales complementarias el Indice
de Precision Relativa (PR) y el indice Combinado de Desempefio
Estructural (IDE) que integraron precision geométrica y variabilidad
en un criterio objetivo para priorizar formulaciones. Esta evaluacion
se reforz6 mediante el ensayo de colapso, que aporto informacion
sobre la capacidad autoportante de las biotintas y permitié
correlacionar sus resultados, consolidando una validacion estructural

mas robusta y comparativa entre formulaciones binarias y ternarias.

5. La impresion de modelos anatomicos complejos confirmd la
capacidad de las biotintas priorizadas para mantener estabilidad
estructural 'y reproducibilidad geométrica, consolidando su

validacién funcional inicial.
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ANEXOS

G-code personalizado para parametrizacion

El siguiente G-code se utilizd para parametrizar velocidad y presion en la
plataforma CELLINK BIO-X. Se muestran comentarios explicativos en
cada instruccion para facilitar su comprension:

G90 ; Define coordenadas
absolutas G21 ; Unidades a
milimetros

M82 ; Distancias absolutas para la extrusién

GO X-13 Y-10 F2000 ;
Posicionamiento inicial. GO Z0.1
F2000 ; altura de
capa constante.

G1 Y10 EO0.02589 F60 ; Extrusién a velocidad baja
(60 mm/min) GO X-8 F600 ; Posicionamiento en X
G1 Y-10 E0.02689 F300 ; Extrusidon a

300 mm/min GO X-3 F600 ;

Posicionamiento en X G1 Y10

E0.02789 F600 ; Extrusion a

600 mm/min GO X2 F600 ;

Posicionamiento en X G1 Y-10

E0.02889 F900 ; Extrusiéon a 900

mm/min GO X7 F600 ;

Posicionamiento en X

G1 Y10 E0.03089 F1200 ; Extrusion a 1200 mm/min
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G-code personalizado para patrén de macroporos

El siguiente cddigo G fue disefiado para generar el patron de malla
empleado en la evaluacion de la fidelidad geométrica de las formulaciones
bioimpresas (seccion 4.5.1). Este patron permite variar sistematicamente
el espaciado entre filamentos y calcular los indices de precision (PR) y
desempefio estructural (IDE) descritos en la metodologia.

; -—- Configuracioén inicial ---

G90 ; Modo de coordenadas absolutas

G21 ; Unidades en milimetros

M82 ; extrusion absoluta

; --- Posicionamiento inicial ---

GO X-15 Y-15 F2000 ; Mover cabezal al punto inicial

GO Z0.1 F2000 ; Colocar boquilla a 0.1 mm de altura sobre
el sustrato

; ——— Primera linea vertical ---

G1 YO E0.02589 F600 ; Extruir hacia arriba en eje Y
; —— Desplazamiento horizontal + siguiente linea ---
G1 X-10 F600 E0.02590 ; Mover 5 mm en eje X sin
cambiar Y G1 Y-15 E0.02689 F600 ; Extruir

hacia abajo en eje Y

Gl X-6 F600 EO0.02690 ; Mover 4 mmen eje X
G1 YO E0.02789 F600 ; Extruir hacia arriba en eje Y

Gl X-3 F600 E0.02790 ; Mover 3 mmen eje X
G1 Y-15 EO0.02889 F600 ; Extruir hacia abajo en eje Y

G1 X-1 F600 EO0.028890 ; Mover 2 mmen eje X
G1 YO EO0.03089 F600 ; Extruir hacia arriba en eje Y

Gl X0 F600 E0.031290 ; Mover 1 mmen eje X
G1 Y-15 E0.03289 F600 ; Extruir hacia abajo en eje Y

; -—- Lineas horizontales para completar el patrén ---

G1 X-15 E0.04589 F600 ; Extruir hacia la izquierda
(cerrando malla) G1 Y-10 E0.04689 F600 ; Subir 5 mm
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G1 X0 F600 E0.04690 ; Extruir hacia la

G1 Y-6 E0.04789 F600 ; Subir 4 mm
G1 X-15 F600 E0.04790 ; Extruir hacia la

G1 Y-3 E0.04889 F600 ; Subir 3 mm
G1 X0 F600 E0.048890 ; Extruir hacia la

G1 Y-1 EO0.05089 F600 ; Subir 2 mm
G1 X-15 F600 E0.051290; Extruir hacia la

G1 YO EO0.05289 F600 ; Subir 1 mm

G1 X0 F600 E0.054290 ; Extruir hacia la
del patrén)

74

derecha

izquierda

derecha

izquierda

derecha (finalizacion



