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1. RESUMEN

El infarto al miocardio es una de las principales causas de muerte en nuestro pais. El corazén tiene
un poder de regeneracidén insuficiente para la reconstruccidon ante una lesiéon. El presente trabajo
se enfoca en el desarrollo de un biomaterial que sea capaz de coadyuvar en la regeneracion de
tejido cardiaco, utilizando andamios electrohilados de poli (e-caprolactona) (PCL) funcionalizados
con particulas de epicatequina, albumina y gelatina (EC/BSA/GEL). El andamio electrohilado de
PCL fue hidrolizado para optimizar su superficie y facilitar la funcionalizacién con las particulas.
Las particulas de EC/BSA/GEL se realizaron por el método de desolvatacién. El andamio de PCL
con las particulas de EC/BSA/GEL se analizaron por espectroscopia infrarroja indicando la
adherencia de las particulas al andamio, asi como microscopia electrénica de barrido que nos
muestra la morfologia de los andamios y de las particulas. Las pruebas in vitro con cardiomiocitos
embrionarios de pollo mostraron una excelente adhesién celular, ademas de alta viabilidad y
actividad cardiaca sobre el material. Estos resultados sugieren que este biomaterial puede ofrecer
una alternativa prometedora a los trasplantes cardiacos, facilitando la regeneracién del tejido
dafiado al tener la capacidad de proliferar en él las células.

Ademas, plantea la posibilidad de analizar a futuro el material acerca de sus propiedades
mecdanicas y como estas pueden afectar en la viabilidad de los cardiomiocitos.

2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares, en especial el infarto al miocardio, representan un problema
de salud global y son la principal causa de muerte en paises como México. En 2021, estas
enfermedades ocasionaron aproximadamente 177 mil decesos en el pais, afectando tanto la
esperanza como la calidad de vida de millones de personas y sus familias. Este problema radica
principalmente en la limitada capacidad del tejido cardiaco para regenerarse después de una
lesion, puesto que, a diferencia de otros tejidos, el corazdén carece de mecanismos efectivos para
reemplazar las células dafiadas de forma rapida.

Ante este reto, la ingenieria de tejidos ha surgido como una disciplina que combina la biologia, la
ingenieria de materiales y la medicina, para disefiar soluciones innovadoras que permitan la
reparacion y regeneracion de tejidos danados. Una de las estrategias més prometedoras en este
campo es el desarrollo de andamios electrohilados, estructuras de soporte fabricadas a partir de
polimeros biodegradables, como la poli (e-caprolactona) (PCL), que ofrecen un entorno favorable
para el crecimiento celular y la formacién de tejido (Woodruff & Hutmacher, 2010).

Este trabajo de investigacion se enfoca en el disefio y caracterizacidn de estos andamios
funcionalizados, explorando sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, y evaluando su
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potencial para facilitar la regeneraciéon del tejido cardiaco en modelos experimentales. Con
avances significativos en la tecnologia de biomateriales, esta investigacion no solo busca aportar
conocimiento fundamental en el campo de la medicina regenerativa, sino también abrir nuevas
posibilidades para el tratamiento de enfermedades cardiacas. Se invita al lector a descubrir cémo
la ciencia y la tecnologia se unen para ofrecer alternativas terapéuticas innovadoras que podrian,
en un futuro cercano, transformar el tratamiento de patologias cardiovasculares y contribuir a la
esperanza vida de miles de personas.

2.1 ANTECEDENTES

Una de las principales causas de muerte a nivel mundial son las enfermedades cardiovasculares,
el riesgo de padecer estas enfermedades aumenta por los malos habitos de salud como una
alimentacion poco sana y la falta de ejercicio (Enfermedades cardiovasculares - OPS/OMS |
Organizacion Panamericana de la Salud, 2024). Por esta razén, pese a la existencia de
tratamientos farmacolégicos y quirdrgicos, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas
terapias regenerativas que permiten la reparacion del tejido cardiaco dafiado. En este sentido es
necesario explorar alternativas mas amables con el cuerpo y su recuperacién, surgiendo la
ingenieria de tejidos, cuyo punto de partida es con la publicacién del articulo Tissue Engineering
en la revista Science por Robert Langer y Joseph Vacanti, en 1993, que desde ese momento hasta
nuestra época ya es una realidad la capacidad de poder reproducir érganos y tejidos mas
facilmente, apoyandose en el disefio de andamios que promueven el crecimiento celular e
integracién del tejido nativo.

Los andamios electrohilados han demostrado ser herramienta efectiva en la ingenieria de tejidos
gracias a su capacidad de imitar la estructura de la matriz extracelular natural. Materiales como
la PCL se han utilizado ampliamente debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
propiedades mecdnicas ajustables. Sin embargo, una de las desventajas que presenta este
polimero es su hidrofobicidad y falta de funcionalidad bioactiva, varios estudios al abordar estas
limitaciones han encontrado que el incorporar biomoléculas como gelatina, albumina y
compuestos fendlicos se pueden mejorar las caracteristicas de biocompatibilidad, asi como la
actividad antioxidante y proliferacidn de las células. Pese a los avances en la funcionalizacién de
andamios electrohilados aun hay desafios importantes como la distribucién homogénea de las
particulas y estabilidad para su papel dentro de la regeneracién de tejidos.

Existen ya varios estudios que combinan los polimeros sintéticos con proteinas para mejorar las
caracteristicas de los materiales y que han sido utilizados en distintos tejidos como en los estudios
de Rakesh Kumar, asi mismo en trabajos previos se ha incorporado el uso de la epicatequina con
la finalidad de reducir el estrés oxidativo de las células, gracias a su efecto antioxidante asi como
anti inflamatorio (Shariati et al., 2019). El uso de andamios electrohilados de PCL combinado con
otras proteinas tiene una aplicacién relativamente reciente en el tejido cardiaco, mostrando una
buena compatibilidad en estudios hechos con cardiomiocitos embrionarios de pollo (Miranda-
Buendia et al., 2022).



2.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema de la regeneracién de tejido cardiaco representa un desafio critico en la medicina e
ingenieria de tejidos, debido a la limitada capacidad que posee el corazén de auto repararse tras
un dafo significativo. El estudio de nuevos materiales que nos permitan regenerar tejido sin la
necesidad de un trasplante de todo el drgano danado nos brinda esperanza en cuanto a los
tratamientos para enfermedades cardiacas sobre todo en el uso de biomateriales que tengan el
potencial de regeneracién cardiaca después de un infarto al miocardio.

En la presente investigacion se propone la funcionalizacién de la superficie de andamios
electrohilados de PCL agregando particulas de EC/BSA/GELP, y utilizando genipina como agente
entrecruzante, lo que supone la mejora de la bioactividad e integracion con el tejido circundante
evaluada mediante pruebas de cultivo celular.

El uso de técnicas de electrohilado para crear andamios de PCL ya ha sido investigado y validado
en estudios previos (Jang et al., 2023), una ventaja para la viabilidad del presente trabajo, en el
que esta técnica se adapto a las necesidades propias del proyecto.

2.3 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la biocompatibilidad y viabilidad de los andamios electrohilados de PCL funcionalizados
con particulas de EC/BSA/GELP con cardiomiocitos embrionarios de pollo.

2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Electrohilar andamios de PCL a 20 cm de distancia, un diferencial de potencial 15kV y a un
flujo de 0.4 mL/h para utilizar estos andamios como base.

e Realizar un disefio de experimentos factorial 22 para establecer las condiciones adecuadas
gue permitan hidrolizar los andamios de PCL para exponer los grupos carboxilo (-COOH) y
OH.

e Funcionalizar los andamios de PCL con particulas de EC, BSA y GELP para mejorar la
compatibilidad con las células

e Caracterizar los andamios por XPS, FTIR y SEM para corroborar la adhesién de las
particulas de EC/BSA/GELP, asi como su biocompatibilidad.

e Evaluar la biocompatibilidad y viabilidad de los andamios de PCL con particulas de
EC/BSA/GELP a través del cultivo celular con cardiomiocitos embrionarios de pollo.

2.5 HIPOTESIS
Los andamios electrohilados de PCL funcionalizados con la combinacién de particulas de
EC/BSA/GELP propuestas son biocompatibles y viables.



2.6 ALCANCES Y LIMITACIONES

Alcances:

Este trabajo permite la fabricacion de andamios electrohilados funcionalizados con
epicatequina, gelatina y albumina de suero bovino, demostrando su biocompatibilidad
con cardiomiocitos embrionarios de pollo.

Se establecid un protocolo reproducible para la funcionalizacién de la superficie de los
andamios, mediante inmersién y sonicacién.

La investigacion contribuye a ampliar el conocimiento sobre el potencial de los andamios
biofuncionalizados para aplicaciones de ingenieria de tejidos cardiacos.

Limitaciones:

La investigacion se limita al uso de cardiomiocitos embrionarios de pollo, por lo cual aun
no se incluyen evaluaciones in vivo ni en modelos animales.

Distribuir homogéneamente de las biomoléculas en la superficie de los andamios aun no
se logra completamente.

La duracién del proyecto impidio realizar estudios a largo plazo sobre la degradacién de
los andamios a condiciones fisioldgicas.

3. MARCO TEORICO

3.1 ELECTROHILADO
Mediante el electrohilado es posible fabricar fibras con didmetros desde micras (la millonésima

parte de un metro, 1X10°® m) hasta nanédmetros (que equivale a una mil millonésima parte de un

metro, 1X10°° m). Este nos permite obtener fibras por la accién de la fuerza eléctrica suministrada

por una fuente de poder ejercida sobre una solucidn viscoelastica.

El proceso de electrohilado en general implica lo siguiente:

1.

Preparacion de una solucidon polimérica: se realiza la disolucién de un polimero en un
disolvente adecuado, esta disolucién se introduce en una jeringa que lo contiene.
Instalacion de la jeringa en el equipo de electrohilado: este equipo consta de una bomba
gue ayuda a suministrar de manera continua el flujo del polimero que sale de la jeringa.
Aplicaciéon de un diferencial de potencial de voltaje: después de colocar la jeringa, se
conecta la aguja y el colector a una fuente de voltaje.
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4. Formacion y recoleccién de las fibras: al aplicar el diferencial de potencial de voltaje se
forman una especie de hilos finos debido a que la solucidn se estira y solidifica a medida
gue se deposita en el colector. En este proceso se va perdiendo por evaporacion el
disolvente utilizado y nos queda el polimero adherido al colector (Duque Sanchez et al,
2013).

Este método nos brinda la facilidad de crear nano fibras con una técnica que es relativamente
sencilla, accesible y que puede ser utilizada con diversos polimeros, dandonos como resultado
andamios con una gran variedad en el tamafio de poro. Las caracteristicas que podemos obtener
como resultado del proceso de electrohilado varian en funcién de pardmetros que podemos
modificar. Seglin lo que deseamos obtener, éstos son: la distancia de la aguja al colector, el
voltaje, tipo de colector, el polimero a usar, concentraciéon y viscosidad del polimero, la
conductividad. También se puede ver afectado por condiciones externas como la humedad y la
temperatura ambiental («Electrospinning of nanofibres», 2024).

El electrohilado se ha usado ampliamente para producir fibras en aplicaciones como
biomateriales, compuestos, catalisis y sensores. Las fibras que se obtienen varian en funcién de
los pardmetros antes mencionados, asi como el tipo de solucién que se utilice. Es relativamente
facil de implementar en un laboratorio. Pese a los multiples beneficios que podemos obtener de
este método, cuenta con la desventaja de ser poco eficiente si se desea producir en masa, puesto
gue es un procedimiento que requiere tiempo para su elaboracidon (Andrady & Khan, 2022).

3.2 POLIMEROS
Un polimero es una molécula muy grande formada por muchas unidades de monémeros. Estas
unidades se enlazan entre si mediante enlaces covalentes para formar cadenas largas vy, a
menudo, ramificadas, la manera en la que estan enlazados puede variar sus propiedades (Painter
& Coleman, 2009).

Existe una gran variedad de polimeros ya sean de forma natural como las proteinas, siendo ésta
un ejemplo de una poliamida natural. Es decir, es un polimero que contiene un grupo amida en
la cadena principal: estos polimeros estan presentes en la naturaleza (Proteinas, s. f.). O bien, los
polimeros sintetizados por el ser humano. A diferencia de los mencionados anteriormente, los
polimeros sintéticos, son producidos en un laboratorio. Entre los polimeros sintéticos mas
comunes encontramos: el poliestireno, el policloruro de vinilo, el polimetilmetacrilato
(metacrilato de metilo), el polipropileno, por mencionar algunos (BaobabMarketing, 2022). En la
tabla 1, se muestran los polimeros de alquenos comercialmente importantes, el monémero que
los conforma, usos y sus nombres comerciales (McMurry, 2007):
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Tabla 1 Polimeros comerciales mds importantes

Monomero Formula Nombre comercial o comin del polimero Usos

Etileno H,C=CH, Polietileno Empaques, botellas

Propeno (propileno) H,C=CHCH, Polipropileno Molduras, cuerdas,
alfombras

Cloroetileno HoC=CHCI Poli(cloruro de vinilo) Aislante, peliculas, tubos

(cloruro de vinilo) Tedlar

Estireno HoC= CHCgHg Poliestireno Espuma, molduras

Tetrafluoroetileno F,C=CF, Teflon Juntas, recubrimientos

Acrilonitrilo HoC= CHCN Orlon, acrilan Fibras

Metacrilato de metilo CHs Plexiglas, lucita Pintura, laminas, molduras

Acetato de vinilo

HoC=CCO5CH3
H,C=CHOCOCH,

Poli(acetato de vinilo)

Pintura, adhesivos,
espumas

Los polimeros tienen una amplia variedad de aplicaciones debido a sus propiedades Unicas, que

pueden ser manipuladas ajustando la estructura de los mondmeros vy la longitud de las cadenas

poliméricas. Por ejemplo, los elastémeros, que son polimeros con alta elasticidad y durabilidad,

se utilizan en productos como adhesivos bioldgicos, electréonica portatil, entre otras aplicaciones
en las que también destacan la biomedicina (Baobab Marketing, 2022; McMurry, 2007).

3.2.1 Polimeros lineales, ramificados y reticulados

- Polimeros lineales: son una cadena formada por unidades idénticas ordenadas en una

secuencia lineal. Estas cadenas pueden estar muy empaquetadas, lo que les da una alta
densidad y resistencia mecdnica. Los polimeros lineales tipicos incluyen el polietileno de
alta densidad (PEAD) y el polipropileno. Estos polimeros suelen ser utilizados en la
fabricacidn de fibras, peliculas y materiales de embalaje debido a su alta resistencia y
tenacidad (llustracion 1.a) (Painter & Coleman, 2009).

Polimeros ramificados: los polimeros ramificados tienen cadenas principales con
ramificaciones laterales. Existen diversas reacciones que dan lugar a ramas de cadena
larga. Esta estructura reduce la densidad y puede influir en las propiedades fisicas del
polimero, como la viscosidad y la solubilidad. Los ejemplos comunes de polimeros
ramificados incluyen el polietileno de baja densidad (PEBD) y ciertos tipos de poliestireno.
Los polimeros ramificados suelen ser mas flexibles y tienen puntos de fusién mas bajos
gue los polimeros lineales, lo que los hace adecuados para aplicaciones como bolsas de
plastico y aislamiento de cables (llustracién 1.b) (Matyjaszewski & Davis, 2022; Painter &

Coleman, 2009).
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- Polimeros Reticulados: Se refiere a que tienen una estructura de red tridimensional
debido a enlaces cruzados entre las cadenas poliméricas, lo que puede mejorar sus
propiedades mecdnicas y su estabilidad térmica. Estos tienen una estructura
tridimensional donde las cadenas poliméricas estan unidas entre si mediante enlaces
covalentes. Este tipo de estructura confiere a los polimeros reticulados una alta resistencia
térmica y mecanica, asi como una baja solubilidad. Los ejemplos incluyen el caucho
vulcanizado y los epoxis. Los polimeros reticulados son ideales para aplicaciones que
requieren materiales robustos y duraderos, como neumadticos de automdviles,
revestimientos protectores y adhesivos estructurales (llustracién 1.c) (Cornell Chronicle,
s. f.; Painter & Coleman, 2009).
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llustracion 1. Tipo de polimeros

Polimeros. (s. f.). Clasificacidn de polimeros [Esquema]. Webnode.
https://polimeros39.webnode.com.ar/propiedades-fisicas-/

3.2.2 Sintesis de polimeros
Abarca todo el proceso de creacién de polimeros, desde la seleccién y preparacion de los
mondmeros hasta la polimerizacidn y posterior procesamiento del polimero obtenido. La sintesis
de polimeros incluye:

- Disefo de mondmeros: seleccion y preparacion de los mondmeros adecuados para
obtener las propiedades deseadas en el polimero final.

- Proceso de polimerizacion: aplicacion de técnicas de polimerizacién para crear la cadena
de polimero.
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- Post-procesamiento: modificacidon del polimero, incorporacion de aditivos, y moldeado
del material en formas especificas para aplicaciones finales (Billmeyer, 1984; Painter &
Coleman, 2009).

A su vez existen varios procesos de polimerizacion; describiré a continuacidn los mas comunes:

3.2.2.1 Polimerizacion por Adicion: este proceso, también conocido como polimerizacion en
cadena, implica la adicién sucesiva de mondmeros insaturados (como alquenos) a una
cadena de polimero en crecimiento. Este tipo de polimerizacion es caracteristico de
polimeros como el polietileno y el poliestireno. En este proceso, los radicales libres,
los cationes o los aniones actlan como iniciadores, comenzando la reaccion vy
permitiendo que los mondmeros se unan en una reaccidn en cadena (Kim et al., 2021;
Matyjaszewski & Davis, 2022).

3.2.2.2 Polimerizacion por Condensacién: también conocida como polimerizacidon por etapas.
Esta técnica implica la reaccién de mondmeros con al menos dos grupos funcionales
diferentes, liberando una pequefia molécula como agua o metanol en cada paso de
reaccién. Este método es comun en la sintesis de polimeros como los poliésteres y las
poliamidas. Durante este proceso, los mondmeros se enlazan formando oligdémeros,
gue luego se combinan para formar polimeros de mayor peso molecular (Cornell
Chronicle, s. f.).

3.2.2.3 Polimerizacion en Emulsion: este es un método donde los mondmeros son
emulsificados en agua con la ayuda de un surfactante, y la polimerizacion se lleva a
cabo en micelas. Este método permite la formacién de polimeros con alta peso
molecular y baja viscosidad, siendo comunmente utilizado para la produccién de latex
y otros polimeros dispersos en agua (Matyjaszewski & Davis, 2022).

3.2.2.4 Polimerizacion por Metatesis de Apertura de Anillo (ROMP): ROMP es un método
donde los monémeros ciclicos se abren y se polimerizan para formar cadenas lineales
de polimeros. Esta técnica es muy util para la sintesis de polimeros con estructuras
bien definidas y tiene aplicaciones en la creacion de materiales avanzados y
biopolimeros (Matyjaszewski & Davis, 2022; Painter & Coleman, 2009).

3.2.3 POLIESTER
“Poliéster” es un término que se puede dividir en “poli”, que significa muchos, y “éster”, un
compuesto quimico organico basico, las fibras de poliéster se forman a partir de una reaccién
guimica de un acido y un alcohol; al reaccionar se combinan para formar una molécula grande
con estructura repetitiva en toda su longitud. Las moléculas formadas son muy largas, estables y
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resistentes (Polyester | Encyclopedia.com, s. f.). Su produccion comenzd en el area textil, pero

aflos mas tarde se descubrié que, debido a su facilidad de hidrolisis, era atil su uso en el area

especializada de los polimeros biomédicos, encontrando su primera oportunidad de aplicacién a

gran escala como suturas solubles. Los primeros biomateriales fueron de poliéster y hasta la fecha

Su uso sigue en pie no solo para suturas, ahora también son utilizados en liberacion de farmacos,

regeneracion de tejidos y otras aplicaciones, esto gracias a que los subproductos en los que se

puede degradar no son téxicos dentro del organismo, lo que hace que su uso sea seguro dentro

del cuerpo humano (Maclintyre, 2004).

A continuacion, en la Tabla 2, se muestran algunos poliésteres biodegradables, asi como sus

propiedades, que nos dan una idea de porqué han tenido tanto impacto en su utilizacién como

biomateriales Maclintyre, (2004).

Polimero

Poliglicolato

Poli (L acido lactico)

Pol (DL acido lactico)

Poli (e-caprolactona)

Polidioxanona

Tm (Temperatura de
fusion)
y Tg (Temperatura de
transicion vitrea)
(°C)

Tm 225-230; Tg 34-40

Tm 173-8; T¢ 60-65

Amorfo; Tg 55-60

Tm 58-63; T¢ -65

Despolimerizado; Tg -
10

Tabla 2 Propiedades de algunos poliésteres biodegradables

Modulo

(GPa)

7.0

2.7

1.9

0.4

1.5

Tiempo de
degradacion
(meses)

6-12

Superior a 24

12-16

Superior a 24

6-12

Los polimeros con cadenas principales hidrolizables son susceptibles a la degradacion,

caracteristica con la que cuentan los poliésteres alifaticos y han demostrado ser casi los Unicos

compuestos de alto peso molecular que son biodegradables (ChandraR, 1998).
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3.2.4 PoLl (e-CAPROLACTONA) (PCL)
Fue uno de los primeros polimeros sintetizados a principios de 1930. Se comercializé gracias a los
esfuerzos por identificar polimeros sintéticos degradados por microorganismos. La PCL se obtiene
mediante la polimerizacidn con apertura de anillo del monémero ciclico e-caprolactona (Hayashi,
1994).

La PCL es un polimero de la familia de los poliésteres, que ha sido ampliamente estudiado y
utilizado en diversas aplicaciones, tanto en el campo de la industria como para fines biomédicos.
Entre sus aplicaciones biomédicas podemos resaltar su uso en suturas, apdsitos, implantes
anticonceptivos, dispositivos de fijacién, ortodoncia, entre otros. Puede ser degradado por
microorganismos, asi como por otros métodos de degradacién. Es insoluble en agua, pero se
disuelve facilmente en multiples disolventes organicos, Es un polimero semicristalino con una alta
permeabilidad, tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) de -60 °Cy un punto de fusién en
el rango entre 59 y 64 °C (Woodruff & Hutmacher, 2010). Este polimero es soluble a temperatura
ambiente en cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno, ciclohexano
y 2-nitropropano. Aunque también cuenta con baja solubilidad en acetona, 2-butanona, acetato
de etilo, dimetilformamida y acetonitrilo y es insoluble en alcohol, éter de petréleo y éter dietilico
(Coulembier et al., 2006).

El homopolimero de la PCL tiene una degradacién total de 2 a 4 aiios; esto depende del peso
molecular inicial del dispositivo o implante. Para las aplicaciones biomédicas es de vital
importancia conocer el tiempo de degradacion de los polimeros que seran utilizados porque asi
podemos conocer las aplicaciones que son compatibles con el polimero seleccionado y su
correcto uso (Woodruff & Hutmacher, 2010).

3.3 AMIDAS
Las amidas son moléculas que contienen dtomos de nitrégeno conectados al &tomo de carbono
de un grupo carbonilo. Estas moléculas se forman cuando los acidos carboxilicos reaccionan con
aminas o amoniaco. Se elimina una molécula de agua de la reaccién y la amida se forma a partir
del resto del acido carboxilico y la amina como se puede ver en la llustracién 2. A través de la
reaccidn antes mencionada es que los aminoacidos se unen para formar proteinas (Flowers et al.,
2022).
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0 0
| |
CH;—CH,—C—OH + H—N—CH; —> CH;—CH,—C—N—CH; + H,0
H H
acido carboxilico amina amida agua

llustracion 2. Reaccion de formacion de amida

Coulembier et al., (2006). Proceso de formacion de una amida [Esquemal].
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2006.08.004

Este compuesto es abundante porque son las formas mas estables dentro de los organismos
vivos, las amidas son las menos reactivas de los compuestos derivados de acidos carboxilicos. Hay
tres tipos en los que podemos clasificar a las amidas segun sea el grado de sustitucion del &tomo
de nitrégeno, llamadas amidas primarias, secundarias o terciarias (McMurry, 2007). La estructura
del compuesto y su grupo funcional (en rojo) se puede representar como en la llustracion 3:

llustracion 3. Representacion de una amida

Coulembier et al., (2006). Representacién de la estructura general de una amida [Esquemal].
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2006.08.004

3.4 PROTEINAS
Son moléculas esenciales para la vida que estan formadas por cadenas de aminodacidos. Estas
desempeiian un papel crucial en la mayoria de las funciones biolédgicas. Las proteinas estan
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involucradas en las reacciones quimicas, la formacién de estructuras celulares, en la regulacién
de procesos bioldgicos, asi como en la defensa del organismo contra patégenos externos.

En la naturaleza existen mas de 100 aminoacidos, en especial en las plantas. En la mayoria de las
proteinas humanas se encuentran habitualmente solamente 20 tipos de aminoacidos. La
propiedad comun de las moléculas proteicas es que en su mayoria estan formados por a-
aminodcidos, estos estan unidos entre si por enlaces entre el grupo amino (—NH2) de un
aminoacido y el grupo carboxilo (—COOH) de su vecino, la estructura general de los a-
aminodcidos se muestra en la ilustracién 4 y 5 (Britannica, s. f.):

llustracion 4. Estructura de una proteina

(0]
H H 0
e+ |
H—N—C*%—
H ‘é o

llustracion 5. Estructura de una proteina ionizada

Britannica, (s. f.). Forma estructural que puede poseer una proteina [Esquema]. Encyclopedia
Britannica. https://www.britannica.com/science/protein

Estas estructuras se han investigado ampliamente en las ultimas décadas, ofreciendo vastas
aplicaciones para el desarrollo de biomateriales para aplicaciones biomédicas, como son los
sistemas de administraciéon de farmacos y andamios para regeneracion de tejidos (Silva et al.,
2014).
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Las proteinas tienen distintos niveles organizacionales (llustracion 6):

Estructura primaria: esta es considerada como una secuencia de aminoacidos.

Estructura secundaria: es la relacion conformacional de los aminoacidos entre si, existiendo dos
posiciones conformacionales, la hélice a o la lamina B.

Estructura terciaria: se obtiene plegando cadenas de proteinas. Hay dos clases de estructuras de
proteinas terciarias, las fibrosas y las globulares.

Las globulares son casi esféricas solubles

Las fibrosas son filamentos o cadenas alargadas e insolubles en agua.

Estructura cuaternaria: se obtiene por el estilo de organizaciéon de dos o mds cadenas proteicas
(Silva et al., 2014).

Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure
Amino ¢ %

acids § '% } L
B
FA -
£ oo u
”u 0:"0- %

-]

o 8 a-helices fB-sheets

llustracion 6. Niveles organizacionales de proteinas

B-sheets

a-helices

Silva et al., (2014). Ejemplificacion de los niveles organizacioneales que pueden tener las
proteinas [Esquema] https://doi.org/10.1039/C4TB00168K

Las proteinas pueden ser clasificadas en diferentes maneras al ser un grupo tan grande. Esto es
por su forma, estructura y funcién. La compleja estructura de las proteinas, en particular las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria que se mantienen unidas principalmente mediante
enlaces no covalentes, puede verse fuertemente afectada por varios factores como la
temperatura, el pH vy los disolventes organicos, entre otros, que pueden afectar las interacciones
gue determinan las estructuras secundarias a cuaternarias (Hardy et al., 2008).
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3.5 COLAGENO
El coldgeno es la proteina mds abundante en los animales y el mayor componente de la matriz
extracelular. Estad presente en la mayoria de los drganos internos, piel, tendones, cartilagos y
huesos, dando soporte estructural y mecanico. Esta proteina es la mas abundante en los
mamiferos; representa aproximadamente el 25-35% del contenido proteico total del cuerpo (Silva
et al,, 2014).

Funcionalmente, el coldgeno es crucial para mantener la integridad estructural de los tejidos. Esta
presente en la piel, huesos, tendones, cartilagos y vasos sanguineos, proporcionando soporte y
elasticidad. Esta proteina también juega un papel vital en la curacién de heridas y en la formacién
de cicatrices, ya que ayuda a reconstruir el tejido dafado y a mantener su fuerza y estructura.
Existen al menos 28 tipos diferentes de colageno, pero los mds comunes son los tipos |, Il y IIl. El
colageno tipo | se encuentra principalmente en la piel, tendones y huesos; el tipo Il es
predominante en el cartilago; y el tipo Ill se encuentra en las paredes de los vasos sanguineos y
en los érganos huecos (Wang, 2022).

Aunque las fibras de colageno suelen ser consideradas ineldsticas debido a su extensibilidad
limitada de 13 al 15%, tienen la capacidad de deformarse de manera reversible. Esto permite
clasificar al coldgeno también como una proteina elastica (Gosline et al, 2002). Gracias a sus
multiples cualidades, el coldageno ha sido utilizado ampliamente en el ambito de la biomedicina,
en andamios para la regeneracién de tejidos, asi como en aplicaciones farmacéuticas y cosméticas
(Sionkowska et al., 2016).

La estructura del colageno es principalmente en forma de triple hélice, lo que le confiere gran
resistencia y flexibilidad. Cuando el colageno se desnaturaliza, la triple hélice se desenrolla y las
cadenas se separan; cuando esta masa desnaturalizada de cadenas enredadas se enfria, absorbe
el agua circundante, formando gelatina. La gelatina se utiliza comUnmente como agente
gelificante en alimentos, productos farmacéuticos, fotografia y fabricacion de cosméticos ( Silva
et al., 2014; Sionkowska et al., 2016).

3.6 GELATINA DE PESCADO (GELP)
La gelatina de pescado es un biopolimero derivado del coldgeno de la piel y los huesos de los
peces. Esta gelatina tiene propiedades Unicas que la hacen atractiva para aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Una de las propiedades mas interesantes de la gelatina de pescado es su
biocompatibilidad, lo que significa tiene un alto grado de aceptabilidad bioldgica con tejidos vivos
y no induce una respuesta inmune significativa cuando se implanta en el cuerpo humano.
Ademas, la gelatina de pescado tiene la capacidad de formar geles a bajas concentraciones y
temperaturas mas bajas en comparacién con la gelatina derivada de mamiferos, lo que facilita su
manipulacién y uso en aplicaciones biomédicas, ademds de la reduccidn del riesgo de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) que no esta presente en los subproductos a base de

pescado (Al-Nimry, 2021; Cho et al., 2005; Martins, 2018). En cuanto a implicaciones religiosas
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relacionadas con su uso, la gelatina de pescado es aceptable para el islam y puede usarse con
restricciones minimas en el judaismo y el hinduismo. Ademas, la piel de pescado, que es un
importante subproducto de la industria procesadora de pescado, que genera desechos vy
contaminacién, podria proporcionar una valiosa fuente de gelatina (Karim & Bhat, 2009).

Otra caracteristica notable de la gelatina de pescado es su capacidad para ser modificada
guimicamente para mejorar sus propiedades mecanicas y de degradacién. Se puede aumentar la
resistencia y estabilidad de los geles formados, haciéndolos mas adecuados para aplicaciones en
la regeneracion de tejidos y la liberacidn controlada de farmacos. Ademas, la gelatina de pescado
posee propiedades de adhesidon celular, lo que la hace ideal para la fabricacién de andamios en
ingenieria de tejidos. Estos andamios pueden soportar el crecimiento y la proliferacién de células,
facilitando la regeneracion de tejidos dafiados (Ali et al., 2018; Al-Nimry, 2021).

3.7 HIDROLISIS
La hidrdlisis es una reaccion quimica en la que el agua reacciona con un compuesto, dividiéndolo
en dos productos que generalmente incorporan partes de la molécula de agua, como un ion
hidrégeno (H*) y un ion hidroxilo (OH")

La hidrélisis que involucra compuestos organicos puede ilustrarse mediante la reaccién del agua
con un éster de un 4acido carboxilico, la hidrdlisis de amidas y ésteres puede ocurrir en medio
acido o bdsico, descomponiendo estos compuestos orgdnicos. Un rasgo caracteristico de la
hidrélisis de ésteres y de la mayoria de los demdas compuestos organicos es que una tercera
sustancia, normalmente un acido o una base, aumenta la velocidad a la que tiene lugar el cambio
quimico (Britannica, s. f.).

Las reacciones de hidrdlisis organica implican la reaccidn de agua y un éster:
RCO-OR' + H20 - RCO-OH + R'-OH

La primera aplicacién comercial de la hidrdlisis fue en la elaboracidn de jabdn. La reaccién de
saponificacidon ocurre cuando un triglicérido se hidroliza con agua y una base (generalmente
hidroxido de sodio, NaOH o hidréxido de potasio, KOH). Los 4cidos grasos reaccionan con la base
para producir glicerol y sales (What Is Hydrolysis?, s. f.).

3.8 EPICATEQUINA (EC)
La epicatequina es un flavonoide, encontrado en alimentos como el té, las manzanas, las bayas y
el cacao, ha sido objeto de varios estudios debido a sus efectos beneficiosos en la salud humana.
Esta molécula es especialmente destacada por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, antitumorales y cardio protectoras (Prakash et al, 2019).

Sus propiedades antioxidantes resultan de la capacidad de disminuir la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad, mejorando asi los perfiles lipidicos, asi como su efecto positivo
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sobre el sistema cardiovascular en |la capacidad de los flavonoides para producir vasodilatacién y
regular los procesos apoptéticos en el endotelio. Se demostréd que la epicatequina puede
estimular la sintesis de oxido nitrico (NO) en células endoteliales humanas, lo cual es crucial para
la vasodilatacién y la salud endotelial. Ademas, la epicatequina también puede influir en factores
relacionados con la inflamacidn, la adhesién de leucocitos y la coagulacién (Shariati et al., 2019).
Aunque estos efectos estan menos estudiados en humanos, también se ha descubierto que
disminuye la rigidez miocardica en ratas con miocardiopatia hipertrofica. (Ciumarnean, 2020;
Esser et al., 2018; Igbal et al., 2023).

Los polifenoles, incluyendo la EC, pueden actuar como moduladores del sistema inmunoldgico,
vasodilatadores y antioxidantes. Estos compuestos ayudan a prevenir enfermedades
cardiovasculares al reducir el estrés oxidativo, mejorar la funcién endotelial y disminuir la
inflamacidn en los tejidos cardiacos (Igbal et al., 2023).

Los flavonoides son una clase importante de sustancias naturales, con estructura polifendlica,
caracterizada por una estructura general formada por dos anillos de benceno (dos anillos de fenilo
y un anillo heterociclico) (S. Kumar & Pandey, 2013). Su estructura quimica puede representarse
en general en la llustracién 7 de la siguiente manera:

S 4

llustracion 7. Estructura quimica de un flavonoide

Espinosa Trujillo, (2012). Estructura quimica general de los flavonoides. Ay B son anillos
aromaticos [Esquemal].
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3.9 ALBUMINA DE SUERO BOVINO (BSA)

La albumina de suero bovino, es una proteina de suero derivada de la sangre de vacas. Es una de
las proteinas mas estudiadas y utilizadas en biologia y bioquimica, debido a sus propiedades
Unicas y su alta disponibilidad. Indicado como material de bio recubrimiento para aumentar la
adhesién y proliferacion celular, al tiempo que disminuye la adsorcién de proteinas inespecificas.
Los recubrimientos de albumina sérica pueden mejorar la biocompatibilidad e
inmunocompatibilidad del material, promover la formacién de tejido, mejorar la resistencia a la
corrosidn del material y exhibir propiedades antimicrobianas. (X. Xu et al., 2023a).

La albumina de suero bovino tiene mdultiples funciones en la supervivencia celular y la
regeneracion de tejidos. Los andamios compuestos a base de albumina sérica pueden reclutar
células madre, absorber nutrientes, facilitar el crecimiento y la proliferacién celular. Por lo tanto,
se utilizan con frecuencia en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Aunque en
aplicaciones biomédicas, la utilizacion de BSA conlleva riesgos de bioseguridad inherentes, que
abarcan en particular la posible transmision de agentes patoldgicos graves, incluidas
enfermedades pridnicas y virales (Lantigua et al., 2020; X. Xu et al., 2023b).

3.10 FUNCIONALIZACION DE ANDAMIOS

La funcionalizacién de una superficie de biomateriales, como lo son los andamios electrohilados
de PCL, es una parte importante de la ingenieria de tejidos, asi como de la ciencia de los
materiales, porque permite modificar de forma controlada las propiedades de un material con el
gue estamos trabajando, para asi adaptarlo para aplicaciones especificas. La PCL es un polimero
biodegradable y biocompatible utilizado ampliamente, con superficie funcionalizada mediante
métodos fisicos o quimicos (Woodruff & Hutmacher, 2010). A continuacién, algunos de los
métodos mas comunes:

3.10.1 Injerto de polimeros (grafting)
Injerto por polimerizacion radical: se pueden injertar cadenas de polimeros sobre la superficie de
PCL para mejorar su biocompatibilidad y funcionalidad superficial.
Injerto con Polimeros de Plasma: Utiliza plasma para crear sitios reactivos en la superficie de PCL
para la posterior injertacién de polimeros (Fragneaud, 2006).

3.10.2 Modificacidon quimica directa
Funcionalizacién con grupos funcionales: introduccion de grupos funcionales como carboxilos,
amino o hidroxilos mediante reacciones quimicas directas, como la aminolisis o la hidrdlisis
(Woodruff & Hutmacher, 2010).
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3.10.3 Reacciones de quimica clic (click chemistry)
Es un conjunto de reacciones que nos permite obtener productos después de aplicar técnicas de
purificaciéon, como una de sus reacciones mas relevantes se encuentra la ciclo adiciéon de azida-
alquino, para ligar moléculas bioactivas a la superficie del andamio de PCL de manera especifica
y eficiente(Acosta et al., 2023; Lancuski et al., 2012).

3.10.4 Reacciones de polimerizacion por apertura de anillo (ROP)
Mediante este método, se abren ésteres ciclicos o amidas para formar estructuras de cadena
extendida, un ejemplo de esto es la caprolactona, se abre el anillo para producir la
policaprolactona (llustracidon 8). Se utiliza para incorporar mondmeros funcionales durante la
sintesis del PCL, permitiendo la inclusién de grupos funcionales en la cadena polimérica. (Chen &

Su, 2011).
0 0

llustracion 8. Reaccidn por apertura de anillo

=

Chen & Su, (2011). Ejemplo de una reaccion por apertura de anillo [Esquema].
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2010.08.015

3.10.5 Tratamiento de plasma y radiacion
Tratamiento con Plasma: el plasma es un estado similar al gaseoso, compuesto por atomos
ionizados donde los electrones circulan libremente, su uso modifica la superficie del PCL para
mejorar la adhesion celular o para facilitar la posterior funcionalizaciéon quimica (Chen & Su, 2011)
[58].

Radiacion gamma o UV: la exposicién de la PCL a irradiacion gamma produce una ruptura de la
cadena polimérica, asi como la pérdida de peso molecular; esto dependiendo de la dosis de
radiacion recibida, este tratamiento se utiliza para crear radicales libres en la superficie del PCL
que pueden reaccionar con otras moléculas funcionales. (Woodruff & Hutmacher, 2010).
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3.11 METODOS DE OBTENCION DE PARTICULAS
La obtencién de particulas hace referencia a los métodos y técnicas utilizados para obtener,
separar o generar particulas dependiendo de las propiedades deseadas (como tamaiio, forma,
composicion). Estas particulas pueden ser sdlidas, liquidas o gaseosas y son utilizadas en diversas
aplicaciones cientificas, industriales y tecnoldgicas. Entre los métodos de obtenciéon podemos
encontrar:

3.11.1 Trituracion y molienda
Estos métodos son utilizados para reducir el tamafio de materiales sélidos mediante fuerzas
mecanicas de compresion en el caso de la trituracion, y en la molienda se obtienen particulas mas
finas, mediante molinos de bolas, molinos de rodillos, entre otros. Este método es
particularmente Util para la produccién de polvos finos y nanoparticulas en diversas industrias,
incluyendo la mineria, la farmacéutica, la cerdmica y la metalurgia. (A. Kumar et al., 2023;
McMurry, 2007).

3.11.2 Métodos de precipitacion
Los métodos de precipitacion se basan en la sobresaturacidon de una solucidn, un estado en el
cual la concentracién de soluto excede su solubilidad bajo ciertas condiciones. Este estado se
puede inducir mediante varios mecanismos, tales como cambios en el pH, temperatura, fuerza
idnica, o mediante la adicion de agentes precipitantes especificos. La sobresaturacion lleva a la
nucleacidn y el crecimiento de particulas sélidas que se separan de la solucidn como un
precipitado.

Nucleacién: El primer paso en la formacion de un precipitado, donde pequeios grupos de atomos
o moléculas se agrupan para formar nucleos estables.

Crecimiento de Cristales: una vez que los nucleos se han formado, las particulas contintan
creciendo a medida que mas atomos o moléculas se adhieren a los nucleos.

Maduracion del Precipitado: el precipitado puede sufrir cambios en su estructura cristalina para
alcanzar una forma mas estable termodinamicamente (McMurry, 2007).

3.11.3 Atomizacidn
Un proceso en el que un liquido es transformado en pequefias gotas mediante la aplicacién de
energia, seguido de la solidificacidn de estas gotas en particulas finas, generalmente de metales,
ceramicas, o polimeros. Los principales pasos involucrados en el proceso son:

Fusién del Material: el material de partida se funde en un horno.
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Descomposicidon en Gotas: El material fundido se expulsa a través de una boquilla y se rompe en
pequeiias gotas mediante diferentes métodos de atomizacion.

Solidificacion: las gotas se enfrian y solidifican rapidamente en particulas finas (Diaz et al., 2017;
Mondragon et al, 2013).

3.11.4 Sintesis quimica

Reacciones Sol-Gel
Es un proceso de sintesis mediante el cual se produce un esqueleto del 6xido mediante reacciones
de hidrdlisis y polimerizacidén a baja temperatura. Se parte de una solucién quimica o que actua
como precursor de una red integrada. Los soles son dispersiones de particulas coloidales en un
liqguido y un gel es una red interconectada con poros de dimensiones submicrométricas y cadenas
poliméricas largas.

Existen 3 enfoques para realizar los monolitos sol-gel:
1. Gelificacién de una solucién de polvos coloidales.
2. Hidrdlisis y policondensacién de precursores de alcéxido o nitrato continuando de
un secado hipercritico de geles.
3. Hidrdlisis y policondensacion de precursores de alcoxido seguido de
envejecimiento y secado en atmdsferas ambientales (Hench & West, 1990; Luisa,
2012).

Los materiales obtenidos, ya sean hidrogeles o xerogeles, cuentan con estructuras que pueden ir
desde la nano a la microestructura con puentes de oxigeno dentro de los cuales hay componentes
bioldégicos confinados, permeados por redes de poros (Gill & Ballesteros, 2000; Zanella, 2012).

Hidrotermal/Solvotermal

Se involucran una serie de técnicas en las que un precursor metalico es disuelto en un liquido
dentro de un recipiente cerrado. La sintesis hidrotermal es un método de sintesis en una solucién
acuosa mediante reacciones quimicas justo encima del punto de ebullicién del agua. Por otro
lado, la reaccién solvotermal se hace en soluciones acuosas (tales como disolventes organicos,
amoniaco liquido, hidracina, etc.), a altas temperaturas. Este proceso promueve la formacién de
cristales de tamafio nanométrico (Zanella, 2012).

3.11.5 Desolvatacion
Este método consiste en la eliminacion de solventes que rodean una molécula o ion, mediante la
disociacion de disolventes de una disolucidn. Las particulas son obtenidas al anadir gota a gota
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un agente desolvatante (puede ser: alcohol, acetona) a una solucidén acuosa de proteina bajo
agitacién para asi lograr deshidratar la proteina. Esto nos da como resultado de un cambio en la
estructura de estirada a espiral.

Puede ser ventajoso en ciertos contextos debido a la simplicidad de su proceso y que no requiere
equipo complejos o costosos; nos permite un control razonable sobre el tamafio de las particulas
mediante las condiciones de secado y concentracidn inicial de los solutos (Elzoghby et al., 2015;
Yadav et al, 2014).

3.11.6 Evaporacion-condensacion
El método de obtencién de particulas consiste en la evaporacién de un material de partida y su
posterior condensacion en particulas sdélidas. Es ampliamente utilizado en la sintesis de
nanoparticulas metdlicas, cerdmicas y semiconductoras.

El proceso consiste en un material de partida que se coloca en un horno o cdmara de vacio. Este
material se calienta hasta su punto de evaporacion (haciendo uso de técnicas como la calefaccién
resistiva, por ldser o por arco eléctrico) a medida que se evapora, los atomos o moléculas del
material se subliman o se evaporan. En algunos casos se utiliza un gas inerte para transportar el
vapor a una region de condensacién y en otros casos se realiza en una camara de vacio, donde el
vapor se expande y enfria. El vapor se enfria y los atomos o moléculas se condensan en particulas
sélidas. El tamafio y forma puede ser controlado ajustando las condiciones de evaporacién y
condensacién (McMurry, 2007; Ramakrishnan, 2004).

3.12 CORAZON
El corazén estd situado en el térax por detras del esterndn y delante del eséfago, la aorta y la
columna vertebral. A ambos lados de él, estan los pulmones. Su dpice mds puntiagudo descansa
sobre el diafragma, musculo que separa las cavidades tordcica y abdominal y la parte superior y
mas ancha es de donde emergen los grandes vasos del cuerpo humano, este sefiala hacia el
hombro derecho y se apoya debajo de la segunda costilla, como se ve en la llustracion 9 (Marieb,
2008).
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corazon
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Posicion del corazon con respecto a la caja toracica

llustracion 9. Ubicacion del corazon

Marieb, (2008). Posicion del corazén en el cuerpo humano [Imagen].

El pericardio es un saco que cubre el corazén, lo protege y lo mantiene en su posicion y le otorga
la posibilidad de moverse para el proceso de contraccidn. Este cubre las tres capas del corazén:

Epicardio: es la capa mas externa, este contiene los vasos sanguineos, linfaticos, asi como los
vasos que irrigan el miocardio y también contribuye en la produccién de liquido pericardico.
Miocardio: confiere volumen al corazén y es el responsable de la accién de bombeo. Este
representa el 95% de la pared cardiaca.

Endocardio: esta es la capa mas interna, reviste las cdmaras cardiacas, asi como las valvulas
cardiacas (Tortora & Derrickson, 2018).

Una de las principales enfermedades cardiovasculares es el infarto al miocardio: Se puede
producir por la obstruccién de una arteria. Esto provoca una disminucion del oxigeno a las células
del corazén, provocando la muerte de estas y haciendo que se destruya parte del musculo
cardiaco (Sepulveda Saavedra, 2014).
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3.12.1 Camaras cardiacas
El corazén tiene cuatro cdmaras, los dos superiores son las auriculas (atrios) y las dos inferiores
son los ventriculos. Las caracteristicas de las cdmaras cardiacas pueden describirse con base en
su estructura y funcién:

Auriculas (derecha e izquierda)

Las auriculas son las cdmaras superiores del corazén que reciben la sangre que llega a él. La
auricula derecha recibe sangre desoxigenada de tres venas: la vena cava superior, la vena cava
inferior y el seno coronario. Por otra parte, la auricula izquierda forma la mayor parte de la base
del corazén y recibe sangre oxigenada de los pulmones a través de las venas pulmonares (Tortora
& Derrickson, 2018).

Ventriculos (derecho e izquierdo)

Los ventriculos son las cdmaras inferiores del corazén y son responsables de eyectar la sangre
fuera del corazén hacia los vasos que la distribuyen. Ambos estan separados por un tabique
ventricular, como se muestra en la llustracion 10. El ventriculo derecho bombea sangre
desoxigenada hacia los pulmones a través de la arteria pulmonar. En su interior contiene unos
relieves constituidos por haces de fibras musculares cardiacas denominadas trabéculas carnosas,
algunas de estas trabéculas contienen fibras que forman parte del sistema de conduccién
cardiaca. Asi mismo, el ventriculo izquierdo tiene la pared mds gruesa de las cuatro camaras y
bombea sangre oxigenada al resto del cuerpo a través de la aorta. (Marieb, 2008; Tortora &
Derrickson, 2018).
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llustracion 10. Estructura del corazon

Tortora & Derrickson, (2018). Estructura de los elementos que componen al corazon [Imagen].

En la llustracion 10, se muestra de manera mas detallada la estructura del corazén, mostrando las
auriculas y ventriculos antes descritos, vistos desde un plano frontal en el que también podemos
observar otros componentes funcionales.

Valvulas cardiacas

Entre las auriculas y los ventriculos se encuentran las valvulas auriculoventriculares (tricuspide en
el lado derecho y mitral en el lado izquierdo), que evitan el retroceso de sangre hacia las auriculas
cuando los ventriculos se contraen.

Entre los ventriculos y las arterias principales (pulmonar y aorta) se encuentran las valvulas
semilunares (pulmonar y adrtica), que evitan el retroceso de sangre hacia los ventriculos después
de que se contraen (Tortora & Derrickson, 2018).

En la llustracion 11 mostramos desde una vista superior del corazén las valvulas antes
mencionadas.
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llustracion 11. Vdlvulas cardiacas

Tortora & Derrickson, (2018). Vista superior de las valvulas del corazon [Imagen].

2.12.2 Sistema de conduccidn eléctrica del corazén

El sistema de conduccion eléctrica del corazén es clave para coordinar las contracciones cardiacas
y garantizar que la sangre se bombee de manera eficiente a través del cuerpo. Este sistema
incluye varias estructuras clave:

Ndédulo Sinoauricular (SA): el nédulo SA, conocido como el marcapasos natural del corazdn, esta
ubicado en la pared superior de la auricula derecha. Genera impulsos eléctricos que inician cada
latido cardiaco. Estos impulsos se propagan a través de las auriculas, causando su contraccién y
empujando la sangre hacia los ventriculos (Marieb, 2008).

Nd6dulo Auriculoventricular (AV): el nédulo AV se encuentra en la parte inferior de la auricula
derecha, cerca del tabique auriculoventricular. Actia como una estacion de relevo que retarda el
impulso eléctrico antes de pasarlo a los ventriculos, permitiendo que las auriculas terminen de
contraerse antes de que los ventriculos comiencen su contraccién (Tortora & Derrickson, 2018).

Haz de His y Fibras de Purkinje: el impulso eléctrico viaja desde el nédulo AV a través del haz de
His, que se divide en ramas derecha e izquierda y se extiende a lo largo del tabique
interventricular. Las ramas del haz de His se ramifican en las fibras de Purkinje, que se extienden
a lo largo de las paredes ventriculares, provocando la contraccién coordinada de los ventriculos y
el bombeo de sangre a los pulmones y al resto del cuerpo (Marieb, 2008).

Células Marcapasos y Miocitos de Conduccidn: las células marcapasos en el nédulo SAy las células
de conduccién en el nédulo AV, el haz de His y las fibras de Purkinje tienen la capacidad de generar
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y propagar impulsos eléctricos. Estas células tienen un potencial de accidén Unico que permite la
despolarizacién y la repolarizacidon ritmica, manteniendo el ritmo cardiaco.

Este conjunto asegura la correcta distribucion de la sangre a través del sistema cardiovascular del
cuerpo humano (Marieb, 2008; Sepulveda Saavedra, 2014; Tortora & Derrickson, 2018).

3.13 CARDIOMIOCITOS
Los cardiomiocitos, también conocidos como células musculares cardiacas o miocitos cardiacos,
son las células principales del tejido muscular del corazén, encontrandolos en las paredes
cardiacas. Son responsables de la contraccidon que impulsa la sangre a través del sistema
circulatorio mediante su contraccion y relajacion, lo que se ve reflejado en la sistole y diastole del
corazon estas células se pueden ver ejemplificadas en la llustraciéon 12, si hiciéramos un
acercamiento de la microscopia del corazén.

llustracion 12. Células cardiacas o cardiomiocitos

Sepulveda, (2014). Células que componen al corazén [Imagen]. AccessMedicina.
https://accessmedicina.mhmedical.com/book.aspx?bookid=1506

3.13.1 Estructura de los cardiomiocitos
Los cardiomiocitos tienen una forma cilindrica alargada y suelen medir entre 50 y 100
micrometros de longitud y aproximadamente 10-25 micrometros de diametro. Son
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mononucleares (un solo nucleo), aunque algunos pueden ser binucleares (dos nucleos), tiene los
mismos tipos y misma organizacion de los filamentos contractiles que el musculo esquelético. El
nucleo esta situado centralmente dentro de la célula. Cuentan también con sarcolema, que es la
membrana celular de los cardiomiocitos. Presenta invaginaciones conocidas como tubulos T, que
son cruciales para la propagacién del potencial de accién y la regulacion del calcio. El citoplasma
de los cardiomiocitos (llamado sarcoplasma), contiene numerosas mitocondrias (hasta el 40% del
volumen celular) debido a la alta demanda energética del corazén. También cuenta con un
reticulo sarcoplasmico, que es un sistema de membranas internas que almacena y regula el calcio
esencial para la contraccién muscular, como podemos ver en la llustracién 13 (Sepulveda
Saavedra, 2014; Ross & Pawlina, 2016).
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Membrana
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Cisternas Miofibrillas Cisternas Cisternas
longitudinales terminales longitudinales

llustracion 13. Estructura de los cardiomiocitos

Atlas de Histologia Vegetal y Animal., (s. f.) Elementos que participan en la transmision de la informacion
desde la membrana plasmatica hasta las miofibrillas en un cardiomiocito [Imagen].
https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/cardiomiocito.php

3.13.2 Componentes especializados de los cardiomiocitos
Sarcdmero: es la unidad funcional de contraccion del misculo cardiaco. Este esta compuesto por
filamentos de actina (finos) y miosina (gruesos) organizados en una estructura repetitiva. Los
sarcomeros estan alineados a lo largo de la célula.

Discos Intercalares: son uniones especializadas entre los cardiomiocitos que contienen
desmosomas (para la adhesién mecanica) y uniones gap (para la comunicacién eléctrica). Estas
estructuras permiten la sincronizacion de la contraccion a través del tejido cardiaco. La llustracion

14 muestra algunas de las estructuras antes mencionadas que componen los cardiomiocitos (Ross
& Pawlina, 2016).
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llustracion 14. Estructuras involucradas en la funcion cardiaca

Atlas de Histologia Vegetal y Animal., (s. f.) Cardiomiocitos de la pared ventricular de un corazén de rata
[Imagen]. https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/cardiomiocito.php

3.13.3Funcion de los cardiomiocitos
Contraccidn Coordinada: los cardiomiocitos se contraen de manera ritmica y coordinada gracias
a la propagacion de potenciales de accidn, a través de las uniones gap en los discos intercalares.

Excitacion-Contraccion Acoplada: el proceso comienza con un potencial de accién que se propaga
a lo largo del sarcolema y a través de los tubulos T, desencadenando la liberacion de calcio del
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reticulo sarcoplasmatico. El aumento de calcio intracelular permite la interaccion entre la actina
y la miosina, resultando en la contracciéon muscular (Gartner & Hiatt, 2007; Ross & Pawlina, 2016).

3.13.4 Patologias cardiacas
Infarto de Miocardio: la falta de oxigeno (isquemia) puede causar la muerte de los cardiomiocitos,
lo que lleva a la formacién de tejido cicatricial y una reduccién en la capacidad contractil del
corazon.
Cardiomiopatias: enfermedades que afectan la estructura y funcién de los cardiomiocitos,
pudiendo llevar a insuficiencia cardiaca y arritmias (Gartner & Hiatt, 2007; Ross & Pawlina, 2016).

Resumiendo, los cardiomiocitos son células especializadas del musculo cardiaco con una
estructuray funcion adaptadas para la contraccién ritmica y continua del corazén; esto es esencial
para la circulacién sanguinea. Su alta demanda energética y su capacidad para resistir la fatiga
son caracteristicas clave que permiten el funcionamiento eficiente del corazén a lo largo de toda
la existencia del ser humano vy al haber fallas en ellos pueden atentar contra la calidad de vida.

3.13.5 Metabolismo de los cardiomiocitos
Alta Demanda Energética: los cardiomiocitos dependen principalmente del metabolismo
aerdébico y tienen una alta densidad de mitocondrias para producir adenosin trifosfato (ATP) a
partir de acidos grasos, glucosa y lactato.

Resistencia a la Fatiga: debido a su continuo funcionamiento, los cardiomiocitos estan adaptados
para ser altamente eficientes y resistentes a la fatiga (Gartner & Hiatt, 2007; Ross & Pawlina,
2016).

3.14  CuLTivo CELULAR
El cultivo celular es una técnica de laboratorio que consiste en mantener y proliferar células en
un entorno artificial controlado, que implica el crecimiento de células fuera de su organismo
original. Esta técnica es fundamental en la investigacién biomédica, la biotecnologia y muchas
otras areas de la ciencia. Los primeros cultivos celulares de los que se tiene informacién fueron
realizados en el afio de 1907 con Harrison (Alves & Guimaraes, 2010).

Es de utilidad para el desarrollo cientifico y tecnoldgico porque nos permite estudiar la biologia
celular, asi como los mecanismos de respuesta de las células entre diversos estimulos. También
nos sirve para probar la toxicidad y eficacia de nuevos farmacos, siendo muy util en la ingenieria
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de tejidos porque nos permite observar la viabilidad y compatibilidad con los materiales
desarrollados («Culture Vessels and Substrates», 2010; Vargas & Elsy, 2016).

3.15 Tipos de cultivo celular
Cultivo primario: los cultivos primarios son células tomadas directamente de un organismo,
obtenidas a partir de un fragmento de tejido por medio de desagregacidn mecdnica o enzimatica.
Una de sus caracteristicas es que poseen una vida util limitada pero la ventaja es que mantienen
presente sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Esta es una de las formas de cultivo mas
utilizada para la observacién de células in vitro (Alves & Guimaraes, 2010; «Culture Vessels and
Substrates», 2010).

Lineas celulares: son células que se han adaptado para propagarse y subcultivar varias veces, se
caracterizan por ser células resistentes y de proliferacidon rapida; son células que lograron su
diferenciacién genética y morfoldgica de las células que se derivaron, manteniéndose en cultivos
continuos y estos pueden crecer de forma indefinida. Son utilizados en experimentos
prolongados, su importancia practica radica en la facilidad de propagacion, caracterizacion y
almacenaje (Vargas & Elsy, 2016).

Cultivo de células madre: estos cultivos implican el crecimiento de células madre que por su
estado evolutivo, pueden ser clasificadas en embrionarias y adultas. Tienen potencial terapéutico
por su capacidad de diferenciarse en diversos tipos celulares, siendo esenciales para la
investigacion en terapias celulares y regeneracion (Hernandez Ramirez, 2009).

3.16 ESPECTROMETRIA DE FOTOELECTRONES INDUCIDOS POR RAYOS X
(XPS)

El XPS es una técnica analitica utilizada para estudiar la composicidn elemental y la estructura
guimica de materiales. Usamos la modificacion de superficie para alterar o mejorar las
caracteristicas de un material, siendo este el punto de interaccion con su entorno y otros
materiales, influyendo en las tasas de corrosion, propiedades cataliticas, propiedades adhesivas,
de biocompatibilidad, entre otras; ahi la importancia en conocer la quimica de la superficie de un
material. La técnica de XPS nos es util para medir la composicién elemental, estado quimico y
electrénico de los &tomos dentro del material (Thermo Fisher Scientific - MX, s. f.).

Los espectros de XPS son obtenidos irradiando una superficie con un haz de rayos X, para
posteriormente medir la energia cinética de los electrones emitidos. Los espectros por XPS de
fotoelectrones se producen contando los electrones expulsados con un detector, en un rango de
energia cinética, esa energia e intensidad de los picos permiten la identificacion y cuantificacion
de los elementos existentes en la muestra. Ademas, que los desplazamientos quimicos se pueden
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determinar también. Esto se debe a que la energia de enlace no solo depende de la capa del
electrdén, sino también del entorno. Es decir, de los enlaces en los que participa el atomo en
cuestion. Esta técnica es capaz de obtener la composicién quimica de varias superficies de
materiales hasta 1-10 nm de profundidad (Chemistry LibreTexts, s. f.).

3.17 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(ATR-FTIR)

En el ATR-FTIR, cuando la radiacién de infrarrojo pasa a través de una muestra. Una parte de la
radiacion es absorbida por la muestra y la otra se transmite. Esta es una técnica dptica, analitica
y no invasiva, utilizada para obtener el espectro infrarrojo de absorcion o emisién de una
sustancia sélida, liquida o gaseosa. Esta técnica se basa en la medicion de cémo la muestra
absorbe la luz infrarroja en diferentes longitudes de onda. El resultado es un espectro que
representa la huella molecular de la muestra, permitiendo la identificacion de grupos funcionales
y la determinacién de la composicion quimica de la muestra. Las bandas espectrales en los
espectros vibracionales son especificas de cada molécula y brindan informacion directa acerca de
la composicion bioquimica (Smith, 2011; Zanyar Movasaghi & Rehman, 2008).

La transformada de Fourier convierte la salida del detector en un espectro interpretable, ésta
utiliza la interferometria para asi lograr un registro de informaciéon del material que fue colocado
bajo el haz. Existen cuatro técnicas de muestreo principales para el FTIR:

Transmision: esta técnica no requiere accesorios independientes, se coloca una muestra bajo el
haz de infrarrojo, se mide la energia transmitida y se genera un espectro. Se puede obtener un
espectro de polvos orgdnicos en granulos o suspensidn espesa, polvos termopldsticos, polimeros
solubles, peliculas finas de polimeros, etc. Entre sus ventajas estan el precio accesible, su eficacia,
la excelente informacién espectral y su éptima funcidn para procesos cuantitativos ( Academia
de espectroscopia FTIR, s. f.-a; Socrates, 2001).

Reflectancia total atenuada (ATR): un accesorio ATR funciona mediante la medida de los cambios
producidos en un haz infrarrojo reflejado internamente cuando el haz entra en contacto con la
muestra. El haz de infrarrojos es dirigido a un cristal con un indice alto de refraccién a cierto
angulo. La reflectancia interna crea una onda evanescente que se extiende mas alld de la
superficie del cristal hasta la muestra en contacto con el cristal. El haz entra por un extremo y sale
por el otro para dirigirse al detector del espectrémetro de infrarrojos, como se muestra en la
llustracion 15.
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reflectancia interna

«7 Nt

llustracion 15. Ejemplo de accesorio ATR

Academia de espectroscopia FTIR, (s. f.). Visualizacion de la estructura de un accesorio
ATR [Imagen]. Thermofisher
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-
analysis/molecular-spectroscopy/fourier-transform-infrared-spectroscopy/resources/ftir-
spectroscopy-academy.html|

Esta técnica es util para muestras muy absorbentes o gruesas que producirian picos muy intensos
si se midieran mediante transmisién, como son laminados, pinturas, cauchos, revestimientos.
Tiene como ventaja la preparacién minima de la muestra, una limpieza facil, poder analizar las
muestras en su estado natural y un excelente manejo para muestra en su estado natural
(Academia de espectroscopia FTIR, s. f.-b).

Reflexion especular: la reflectancia especular es una técnica que usa el principio de eficacia de la
reflexion, el cual establece que todas las muestras tienen un indice de refraccién que varia segun
la frecuencia de luz a la que se expone. Se mide la energia que se refleja en la superficie de la
muestra o su indice de refraccién. Es util para superficies metadlicas, peliculas finas, obleas de
silicio y materiales laminados sobre metales. Entre sus ventajas estan la sensibilidad a muestras
monocapa. Es un andlisis no destructivo y una amplia variedad de accesorios disponibles
(Academia de espectroscopia FTIR, s. f.-b).

Reflectancia difusa: un haz de infrarrojo es dirigido a un material compuesto por particulas finas
y el haz incidente interactua con la particula de diferentes formas. Primero, la radiacion puede
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ser reflejada por la superficie superior de la particula sin penetrar en ella, segundo, la luz sufre
multiples reflexiones de las superficies sin penetrar en ella. La reflectancia difusa es el resultado
de la penetracién de la radiacion en una o varias particulas de la muestray su dispersiéon, podemos
observar como funciona este efecto en la llustracion 16.

llustracion 16. Ejemplo de accesorio para reflectancia difusa

Academia de espectroscopia FTIR, (s. f.). Visualizacion de la estructura de un accesorio
para reflectancia difusa [Imagen]. Thermofisher
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-
analysis/molecular-spectroscopy/fourier-transform-infrared-spectroscopy/resources/ftir-
spectroscopy-academy.html|

Un accesorio para reflectancia difusa dirige la energia a un recipiente que contiene la muestra y
una matriz transparente infrarroja. La radiacidn interactla y el detector registra el haz generando
un espectro. Con ello se pueden analizar polvos y mezclas de polvos, comprimidos y polimeros
rigidos. No es necesaria una preparacién de la muestra, su limpieza es rapida y facil (Academia de
espectroscopia FTIR, s. f.-b).

2.16 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Este método utiliza un haz de electrones que son emitidos de manera focalizada para formar una
imagen detallada de la superficie de una muestra. Es ampliamente utilizada en ciencias de
materiales, biologia, quimica y otros campos para observar la morfologia y topografia a nivel
micro y nano (Microscopios electronicos de barrido de ZEISS, s. f.).

Esta técnica de microscopia opera generando un haz fino de electrones que se “mueve” en la
superficie de una muestra mediante un barrido en los ejes X e Y. Para la generacion de imagenes
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se registra la interaccion de ese haz de electrones con la superficie del material con el que entra
en contacto. Este haz de electrones es enfocado y dirigido por medio de lentes electromagnéticas
y electrostdticas. Al golpear la muestra se generan electrones secundarios y retro dispersados;
estos primeros nos brindan una imagen detallada de la superficie y los retro dispersados nos dan
informacién del contraste de los materiales. También se producen rayos X caracteristicos que nos
permiten lograr un andlisis quimico elemental (Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), s. f.)

En la llustracién 17 podemos observar las partes que componen un microscopio electrénico de
barrido, se muestra la fuente que emite los electrones, asi como los distintos detectores respecto
a los electrones que emite el material después que los electrones que vienen de la fuente
impactan con la muestra que vamos a analizar.

Fuentedel haz e’.

de electrones

Emisor de

catodoluminiscencia Electrones Auger

EDX, emision de Electrones

rayos X retrodispersados
Difraccion de pseudo Electrones
Kikuchi secundarios

Muestra

llustracion 17. Funcionamiento de un microscopio electrdnico de barrido

Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), (s. f.). Ejemplificacion de funcionamiento de un SEM
[Imagen]. Infiniaresearch. https://www.infinitiaresearch.com/noticias/microscopio-electronico-

Mediante este andlisis podemos obtener imagenes de alta resolucidon, mapeo de elementos
guimicos presentes en la muestra, andlisis de fases en el caso de los materiales metalicos asi como
las posibilidades de fractura en las superficies para una mejora de disefio de materiales y procesos
de fabricacidn(Microscopio Electrdnico de Barrido (SEM), s. £.).
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4. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

A continuacién, se muestran (Tabla 3 y Tabla 4) los materiales

especificaciones para el trabajo.

Tabla 3 Materiales utilizados 1

utilizados, asi como sus

PCL Epicatequina Gelatina de | Genipina BSA
pescado
Gelatina de Albumina
Nombre Policaprolactona | Epicatequina piel de | Genipina de Suero
completo pescado de Bovino
agua fria
ALDRICH SIGMA SIGMA SIGMA-
CHEMISTRY ALDRICH
Marca @SIEMA @SIEMA Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich.
ALDRICH A
Pais Reino Unido China Canada Estados Estados
Unidos Unidos
Peso 80,000 g/mol 290.27 g/mol - 226.23 -
molecular g/mol
Férmula (CeH1002)n C15H1406 - C11H1403 -
guimica
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Tabla 4 Materiales utilizados 2

HCI NaOH Etanol Absoluto Cloroformo TFE
Nombre Acido Hidroxido | Alcohol Etilico | Cloroformo Trifluoretan
completo | clorhidrico de Sodio Absoluto ol
J. T. BAKER SIGMA- J. T. BAKER J. T. BAKER ALDRICH
ALDRICH A A CHEMISTRY
Marca JIBake Sigma-Aldrich. JIBaker JIBaker
G 0 G
Pais Estados Unidos | Estados Estados Unidos Estados Unidos Reino Unido
Unidos
Peso
molecular | 36.458 g/mol 40 g/mol 46.07 g/mol 119.37 g/mol 100.04
g/mol
Férmula
quimica HCI HNaO C;HsOH CHCI3 C:HsF50
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4.2 METODOS

4.2.1 Electrohilado de andamios de PCL

Fibras de

.. electrohilado
Solucion

polimérica

yd
Colector de
Fuente de voltaje aluminio

llustracion 18. Proceso de electrohilado

Estos andamios fueron creados por el método de electrohilado (llustracién 18) explicado
anteriormente dentro del marco tedrico. En primer lugar, se elabord una disolucién de PCL en
cloroformo al 20% [m/v], después la disolucidn de PCL se precipité en metanol; el precipitado que
se obtuvo se filtré y se dejé secar en la campana de extraccién, ya que de esta forma se puede
purificar el biopolimero. Posterior a su solidificacion, se disolvié nuevamente en trifluoroetanol,
a una concentracién de 13% [m/v] y es la disolucion que se utiliza para electrohilar (mostrada en
la llustracion 19) (Miranda-Buendia et al., 2022).
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llustracion 19. Disoluciones para electrohilado de PCL

Los parametros preestablecidos para el electrohilado fueron tomados del articulo “Activity
patterns of cardiomyocytes in electrospun scaffolds of poly (e-caprolactone), collagen, and
epicatechin”, con las condiciones siguientes:

e 20 cm de distancia entre la aguja y el colector.
e Un diferencial de potencial 15[kV].
e Un flujo de 0.4 mL/h.

Por cada andamio se deposité 1 mL de PCL en cada andamio en un colector redondo de aluminio,
obteniendo asi andamios circulares con fibras depositadas aleatoriamente, en la llustracion 20 se
muestra cdmo es el equipo de electrohilado en funcionamiento, con un andamio en proceso.
(Miranda-Buendia et al., 2022).
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llustracion 20. Andamios electrohilados de PCL

4.2.2 Hidrolizacion de andamios de PCL
En este proceso se realizé un disefio experimental para la hidrolizacidn en el que se buscaban las
mejores condiciones de tiempo del andamio dentro de la disolucién y concentracidon molar [M]
tanto de NaOH, asi como de HCI, para lograr observar un cambio liberando los enlaces -COOH vy -
OH de los andamios de PCL. Fue utilizado un disefio factorial de dos niveles considerando las
variables concentracion y tiempo, realizando los experimentos por triplicado. Las condiciones
para la hidrolisis de muestran en las tablas 5y 6.
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Tabla 5 Disefio de experimento de concentracion de NaOH/Tiempo del andamio inmerso en NaOH

Tiempo de
inmersion
[minutos]

Concentracion
NaOH [M]

15

30

45

15

30

30

45

15

30

45

45

15

30

45

15

30

45

15

RIalRINN A RARINAN A RN RN S
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Tabla 6 Disefio de experimento de concentracion de HCl/Tiempo del andamio inmerso en HCI

Tiempo de Concentracion

inmersion HCI [M]

[minutos]
15 0.1
30 0.5
45 0.1
15 0.5
30 0.1
30 1
45 0.5
15 1
30 0.5
45 0.1
45 1
15 0.1
30 1
41 0.5
15 0.5
30 0.1
41 1
15 0.1

Los cambios favorables en los andamios con las siguientes caracteristicas:

15 minutos en NaOH 4M
Con 3 lavados en agua desionizada para remover el disolvente restante en el andamio
15 minutos en HCI 0.1 M
Con 3 lavados en agua desionizada para remover el disolvente restante en el andamio

Dejandolo secar

Posterior a este procedimiento se realizd la observacién de los andamios de PCL mediante FTIR
antes y después de ser hidrolizados, viendo cambios en los enlaces OH y COOH a las condiciones
anteriormente descritas, que se pueden observar en la ilustracion 21.
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4.2.3 Obtencidn de las particulas de EC/BSA/GELP
Para la obtencidn de las particulas de EC/BSA/GELP se realizan dos disoluciones, la primera en la
qgue disolvemos 0.5 g de gelatina de pescado en 10 mL de agua desionizada, la segunda disolucion
consta de 14.6 mg de epicatequina en 10 mL de etanol absoluto.

La primera disolucién con la gelatina se coloca en un matraz bola a 40°C durante 3 horas, en
agitacion mecanica a 125 rpm, posterior a ello se agrega 0.05 g de BSA, dejando en agitacion una
hora mas, para finalizar se agrega la epicatequina por goteo lento y finalmente se agrega 1 mg de
genipina.

La disolucién se dejé por un dia en agitaciéon a 125 rpm, para posteriormente realizar tres
centrifugados a 5000 rpm usando como disolvente el etanol absoluto descritos en el articulo
“Encapsulation of catechin and epicatechin on BSA NPS improved their stability and antioxidant
potential” (Yadav, Kumar, Kumari, & Yadav, 2014).

4.2.4 Adhesion por inmersion de las particulas de EC/BSA/GELP en los
andamios de PCL hidrolizados
Después de hidrolizar los andamios de PCL, se obtuvo una superficie dptima para adherir en ella
las particulas de EC/BSA/GELP, previamente descritas.

Para optimizar el proceso se realizd un disefio de experimento basado en variaciones de tiempo
dentro del sonicador a 3, 6 y 9 horas, esto con la finalidad de encontrar una adhesion uniforme
de las particulas de EC/BSA/EC en los andamios de PCL. En cada prueba se sumergieron los
andamios hidrolizados en una solucion de 5 mL de agua destilada con una concentracion de 1000
pL de las particulas, en un sonicador.

Analizando por SEM los resultados de las variables ya descritas se encontré que a 6 horas habia
una mayor adhesién ademas de observar que las particulas se distribuian de manera mas
uniforme por el efecto mecanico de las vibraciones durante el proceso y se logré una mayor
cobertura del andamio de PCL con las particulas de EC/BSA/GELP.

4.2.5 Funcionalizacion de los andamios electrohilado de PCL

La funcionalizacién o modificacion de la superficie de los andamios de PCL nos ayuda adaptar el
biomaterial para promover un entorno mds adecuado las células. Asi se agregan a elementos
sintéticos moléculas bioactivas para mejorar sus propiedades. Cuando los biomateriales
funcionalizados entran en contacto por primera vez con los tejidos, el tipo y cantidad de
moléculas bioactivas de superficie son de gran importancia para la adhesidn, proliferacion y
diferenciacién celular. Un ejemplo es mantener los cardiomiocitos vivos en nuestros andamios de
PCL funcionalizados con particulas de EC/BSA/GELP.
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La funcionalizacion de los andamios electrohilado de PCL se realizé en dos etapas:

1. Activacion de la superficie de PCL mediante hidrdlisis descrito anteriormente
2. Inmersién de los andamios en una solucién de EC, GELP y BSA para la funcionalizacion de
la superficie de PCL

4.2.6 Caracterizacion

Para caracterizar los materiales de origen y los andamios de PCL funcionalizados con las particulas
de BSA/EPI/GELP fueron caracterizados antes y después del proceso con el propdsito de
seleccionar los pardmetros adecuados posteriores al disefio experimental. Las técnicas que se
utilizaron fueron ATR-FTIR para conocer los enlaces y grupos involucrados; SEM para observar la
morfologia de los andamios y verificar la adhesién de las particulas de EC/BSA/GELP en los
andamios de PCL; XPS para conocer los elementos presentes en las muestras y el cultivo celular
para verificar la viabilidad y biocompatibilidad.

5. RESULTADOS Y ANALISIS

8.1 CARACTERIZACION QUIMICA, ESPECTROSCOPIA

8.1.1 ATR-FTIR

A través del andlisis de ATR-FTIR es posible conocer las vibraciones de los enlaces quimicos,
grupos funcionales y atomos que estdn presentes en los compuestos analizados para
identificarlos y caracterizarlos. En la llustracién 21, se muestra la transmitancia de los andamios
electrohilados e hidrolizados de PCL, asi como los andamios de PCL después de ser hidrolizados
con la adhesion de las particulas de EC/GELP/BSA. Ademas, se muestra el espectro ATR-FTIR de
las particulas de EC/BSA/GELP sin PCL. Como se puede observar en la llustracion 21, la GELP
muestra una banda a 1623 cm™ debido a la amida | (estiramiento de C=0), en 1523 cm™ para
amida Il, también en 3282 cm™; aparecen estos picos debido al estiramiento en N-H (Socrates,
2001).

En la llustracidén 21 se puede ver que la diferencia entre la PCL y la PCL hidrolizada es una
disminucion en la intensidad de los picos caracteristicos, como lo es el que se encuentra alrededor
de 1724 cm™, que se atribuye a la vibracidn de estiramiento del grupo carbonilo (C=0). Alrededor
de 2865-2950 cm™ se encuentra el estiramiento de CHs y CH,. Por otro lado, también en 1241 cm-
1 encontramos un estiramiento de C-O (Smith, 2011; Socrates, 2001; Zanyar Movasaghi &
Rehman, 2008).
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Se puede observar también que las particulas de EC/GELP/BSA si se funcionalizaron a los
andamios hidrolizados de PCL, puesto que se presenta una banda a 3293 cm™, que indica un
enlazamiento del grupo NH (estiramiento), sefial que proviene de la interaccién entre grupos
funcionales -NH de las particulas con -OH con el andamio hidrolizado de PCL (Choi et al., 2018;
Javaid et al., 2021). Por otro lado, hubo un desplazamiento de 1650 cm™ en las particulas a 1631
cm, relacionado al estiramiento C=0 y enlaces de hidrégeno acoplados con COO. La banda a 879
cm! desaparecié y la de 1040 cm™ casi no se nota, lo que puede indicar también una interaccion
de la EC con el andamio hidrolizado de la PCL (Choi et al., 2018; Mosallanezhad et al., 2022), por
ultimo, se presentd una disminucidn en la intensidad del pico caracteristico de la PCL en 1724 cm”
I (llustracién 20) (Socrates, 2001).

PARTICULAS DE BSA/GELP/EC
PCL CON PARTICULAS DE BSA/GELP/EC

PCL HIDROLIZADA
PCL
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lustracion 21. Andlisis de FTIR de andamios de PCL y particulas de EC/BSA/GELP

La EC muestra picos caracteristicos alrededor de 2931 cm™ y 3455 cm™.

Estas bandas

corresponden a las vibraciones de estiramiento C-H y O-H, respectivamente, que son indicativas
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de los grupos hidroxilo fendlicos y alifaticos presentes en la EC (llustracion 22) [ (Socrates, 2001;
Yadav et al, 2014).

El BSA muestra picos a 1643 cm™ para la amida | (estiramiento C=0) y alrededor de 1538 cm™
para la amida Il (N-H) (Lu et al., 2015; Socrates, 2001; Yadav & Yadav, 2021).

Por otro lado, las particulas de EC/GELP/BSA obtenidas presentan posibles bandas de
estiramiento C-H fuera del plano o vibraciones asociadas con estructuras de anillos en 879 y 979
cml, que pueden ser debido a la interaccion con la EC. Alrededor de 1000 cm™ y 1100 cm™ se
indica vibracidn de estiramiento C-N y C-O que se le atribuyen a la interaccién con la EC. También
tenemos presencia de Amida | y Amida I, a 1650 cm™ y 1523 cm™, respectivamente. En 2961
cm™' se presenta una banda ancha, debido a un estiramiento simétrico del grupo metilo debido a
la interaccion con la genipina mostrando interacciones O-H y finalmente, a 3282 cm™ un
estiramiento N-H por la interaccién del anillo bencénico C de la EC (Yadav, Kumar, Kumari, &
Yadav, 2014). El incremento en la intensidad de las bandas en las particulas de EC/GELP/BSA se le
atribuye al incremento de los grupos aminos disponibles, que se promueven al reaccionar con la
genipina para incrementar el entrecruzamiento de los grupos funcionales, debido a los enlaces
amida, como podemos observar en la llustracion 22 (Lu et al., 2015; C. Wang et al., 2021).
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llustracion 22. Andlisis de ATR-FTIR de BSA/EC/GELP
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8.1.2 XPS

Los picos en una espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) representan los elementos
presentes en la superficie de una muestra. La llustracidn 23 muestra los espectros obtenidos de
XPS de la PCL, PCL hidrolizada y la PCL con las particulas adheridas de BSA/GELP/EC. Los picos de
XPS indican la composicién quimica de la superficie de estos materiales y cémo estan distribuidos
los diferentes elementos.

—— PCL con particulas BSA/GELP/EC i
——— PCL hidrolizada i E
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llustracion 23. Andlisis mediante XPS

Pico O (Oxigeno): refleja la presencia de oxigeno en la muestra, va de 528 — 535 eV, dependiendo
de las interacciones o enlaces que forme.

e 532 eV: se puede asociar con oxigenos en enlaces C=0 (carbonilos), tipicos de ésteres en
la PCL.
e 533.5eV:indica la presencia de oxigeno en grupos hidroxilos (-OH) o en enlaces C-O.

Pico C (Carbono): este es uno de los picos mds comunes en XPS, y representa los atomos de
carbono en diferentes entornos quimicos, apareciendo de 285 — 291 eV. Por ejemplo, en
materiales como PCL, puede aparecer en diferentes posiciones dependiendo del tipo de enlace
guimico:

e 285 eV:indica dtomos de carbono en enlaces simples C-C o C-H.
e 286.5eV: indica atomos de carbono en un enlace con oxigeno (C-0).
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e 288.5eV: se relaciona con carbonos en enlaces ésteres (C=0)(Y. Wang et al., 2020).

Pico N (Nitrégeno): si la muestra ha sido modificada con moléculas que contienen nitrégeno,
como el BSA y GELP, el pico aparece en los enlaces amida o amino generalmente alrededor de
398 — 401 eV. Pico que aparece en la PCL con las particulas de EC/BSA/GELP.

De nuevo, tomando en cuenta la composicion quimica de las particulas y la presencia de un
cambio en los intervalos donde encontramos a el nitrégeno, podemos afirmar que las particulas
estan adheridas en la superficie de nuestro polimero (Czwartos et al., 2024; F. Xu et al., 2022).
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5.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

5.2.1 SEM
La llustracidon 24 muestra las micrografias de la estructura de fibras de PCL y particulas de

EC/GELP/BSA adheridas.

llustracion 24. Micrografias por SEM donde se muestra A: fibras de PCL. B: fibras de PCL hidrolizada. C: particulas de
EC/BSA/GELP. D: particulas de EC/BSA/GELP adheridas a la superficie de los andamios de PCL

Las fibras de PCL (llustracién 24 A) muestran una estructura fibrosa y entrelazada, tienen un
didmetro uniforme cerca de 1.627 um % 0.365 um (medido con el programa Imagel), no se
observan fracturas o dafos significativos en las fibras, visualmente se nota diferencia entre la PCL
hidrolizada (llustracion 24 B) y la que no lo estd (llustracidon 24 A). Estas imagenes pueden ser
usadas para estudiar la morfologia y el arreglo de las fibras en una red, lo cual es relevante en
aplicaciones biomédicas como andamios para ingenieria de tejidos (Mosallanezhad et al., 2022).
Las particulas adheridas a los andamios se muestran con una estructura irregular, formando
aglomerados que se trataron de distribuir uniformemente por medio del sonicador, cuyo

didametro promedio es de 0.7235 um * 0.0863 um (llustracién 24 Cy D).
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Por lo tanto, la caracterizacién con MEB permitido observar la adhesidén de las particulas de
EC/GELP/BSA dispersas en las fibras electrohiladas de la PCL. Las micrografias muestran la
funcionalizacidn de las particulas (llustracidon 24 D), que va acorde a los resultados obtenidos con
los espectros de ATR-FTIR. Esto que sugiere una buena interaccidon entre los biomateriales,
encontrando las particulas adheridas a las fibras de PCL. Las particulas solas se muestran en la
llustracién 24 C. La morfologia rugosa de las particulas podria aumentar la superficie de contacto
y la estructura fibrosa de los andamios por lo que resultaria es ideal para aplicaciones de
ingenieria de tejidos, proporcionando una matriz que provee adhesién y promueve la
proliferacién celular.
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5.3 CULTIVO CELULAR

Para comprobar la viabilidad de las células cardiacas en los andamios obtenidos, se realizaron
cultivos celulares primarios de cardiomiocitos de pollo. Las células utilizadas se extrajeron de la
parte ventricular del corazén del pollo; se extraen los cardiomiocitos utilizando tripsina, para
posteriormente ser cultivados en un medio de cultivo con los andamios inmersos en ellos, el
cultivo se realizé a 37°C, con una atmosfera de 5% de CO,, durante un dia, antes de la observacion
del latido. Se observan bajo el microscopio éptico, agregando al medio de cultivo un fluoréforo
indicador de calcio. Este fluoréforo presenta un aumento en la fluorescencia al unirse a Ca2+,
liberado en la contraccién o fase de sistole de los cardiomiocitos y esto nos permite observar si
hay actividad en ellos (Guia de seleccion de fluoréforos - MX, s. f.).

Usando el programa Imagel, se seleccionaron 10 puntos arbitrarios de los andamios de PCL
funcionalizados con EC/BSA/GELP en los que se realizo el cultivo celular (llustracion 25, 27 y 29).

En estos puntos se analizé una serie de 1000 imagenes capturadas por el microscopio para
observar cambios entre cada imagen, se esperaba un cambio por la interaccion del fluoroforo con
calcio en la contraccién de los cardiomiocitos.

llustracién 25. Cultivo celular en andamio A de PCL funcionalizado con particulas de EC/BSA/GELP
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llustracion 26. Grafica actividad cardiaca andamio A

Posterior al andlisis de las imagenes en funcién del tiempo, ebiuvimes—se obtuvo la gréfica
(Hustracién 26) que nos muestra la actividad de los cardiomiocitos, la intensidad tiene unidades
arbitrarias pere-sin embargo pedemes-se observar que existe un cambio en el tiempo, que res
indica que existe un pulso, tomando en cuenta cada pico, pedemes-se obtiene +la frecuencia del
andamio A, teremes-con 30 picos que se repiten en un intervalo de 50 segundos, que es el tiempo
en el que se obtuvieron las imagenes, asi—ebtenemes—determinando la frecuencia de los

cardiomiocitos alrededor de 0.6 fHz} en todo el andamio.

También de esta grafica (llustracidon 26) pedemes-se observar que hay un latido uniforme, pero
hay una disminucion de la frecuencia entre los 20-30 segundos del intervalo.

Comparando los picos mas sobresalientes en el intervalo de 10-20 segundos, pedemes—se
encueentrar la frecuencia relativa basandonos en el nimero de picos por segundo. En el intervalo
de 10-20 segundos hay 7 picos prominentes en 10 segundos, por otro lado, en el intervalo de 20-
30 segundos hay 5.-Redemes Notablemente—-netar gue—en el intervalo de 10-20 segundos la
frecuencia estd en 0.7 Hz, pero en el intervalo de 20-30 segundos disminuye a 0.5 Hz.
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llustracion 27. Cultivo celular en andamio B de PCL funcionalizado con particulas de EC/BSA/GELP

Como se explicd anteriormente, la llustracion 27 nos muestra los 10 puntos que se tomaron
arbitrariamente en este caso para realizar las graficas y analizar la actividad en los cardiomiocitos.
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llustracion 28. Grafica actividad cardiaca andamio B
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En la llustraciéon 28 se muestra la grafica de la actividad contractil de los cardiomiocitos
embrionarios de pollo en el andamio B, tomado de los puntos arbitrarios de la llustracion 27,
observamos una contraccién-relajacion mas uniforme a diferencia del andamio A, donde ‘el
promedio de la frecuencia al tomar los picos mds prominentes es de 0.6 Hz en todo el andamio,
al coincidir los picos nos damos cuenta que hay ciertos puntos donde si hay comunicacién entre
las células, pese a que algunas zonas cuentan con actividad menor, que puede ser por varios
factores como la distribucion de las células durante el cultivo.

llustracién 29. Cultivo celular en andamio C de PCL funcionalizado con particulas de EC/BSA/GELP

En la llustracién 29 analizando por Image) el conjunto de imagenes obtenemos de nuevo la grafica con la
actividad de los cardiomiocitos (llustracién 30)
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llustracion 30. Grafica actividad cardiaca andamio C

En la llustracién 30 podemos observar que en los puntos arbitrarios 1, 4, 8 y 9 no podemos decir
con claridad cudles son los picos mdas prominentes para obtener la frecuencia de los
cardiomiocitos, puesto que, éstos no cuentan con sincronicidad, dandonos indicios que no hay
comunicacion celular.

Se observaron latidos uniformes en la mayoria de los puntos 2, 3, 5, 6, 7 y 10, las células se
encuentran sincronizadas, la frecuencia de los latidos fue medida mediante los picos mas
prominentes obteniendo en promedio de los tres andamios una frecuencia de 0.56 [Hz] dando
aproximadamente 33.6 latidos por minuto. Los cardiomiocitos demostraron una actividad
contractil y espontanea, demostrando asi capacidad de mantener la viabilidad de las células, asi
como la funcién cardiaca. Aunque la frecuencia esta por debajo de lo que se esperaria para los
cardiomiocitos de pollo (1-3 Hz), esto abre las puertas a analizar qué es lo que esta disminuyendo
esa frecuencia cardiaca para poder modificar esos parametros y asi mejorar el biomaterial (Engler
et al., 2008).

La disminucion en la frecuencia de los cardiomiocitos puede deberse al uso de la EC en la
superficie del andamio, pero de esta caracterizacion podemos afirmar que los andamios son
biocompatibles porque lograron mantener los cardiomiocitos en condiciones y con un latido, lo
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gue nos muestra que también mantienen la funcionalidad. También podemos rescatar que existe
comunicacidon en el andamio porque al tomar puntos arbitrarios se observa sincronia en la
frecuencia de latido de los cardiomiocitos.

6. CONCLUSIONES

Este estudio de los andamios de Poli(e -caprolactona) (PCL) funcionalizados con particulas de
epicatequina (EC), gelatina de pescado (GELP) y albumina de suero bovino (BSA) ha demostrado
la posibilidad de adherir a la superficie de nuestro andamio hidrolizado las particulas de
EC/BSA/GELP, sin comprometer su estructura general dotando al andamio de efectividad para
aplicaciones en la regeneracién de tejido cardiaco al ser biocompatibles y viables para los
cardiomiocitos embrionarios de pollo.

Como se planted en los objetivos de este trabajo, se logré electrohilar los andamios de PCL a las
condiciones de 20 cm de distancia, un diferencial de potencial 15kV y a un flujo de 0.4 mL/h, asi
como a través del disefio de experimentos se consiguié hidrolizar su superficie al realizar una
inmersion de los andamios en NaOH con una concentracién de 4M durante 15 minutos, para
posteriormente realizar 3 lavados en agua desionizada para remover el disolvente restante en el
andamio, seguido de 15 minutos en HCI 0.1 M, posterior a otros 3 lavados para remover de nuevo
el disolvente, logrando asi la hidrolizacién de la superficie donde se consiguieron adherir con éxito
las particulas de BSA/EC/GELP.

Mediante la caracterizacién del material podemos observar que efectivamente se obtuvieron los
cambios esperados en cada etapa del proceso. Los resultados de FTIR nos muestran una
disminucion en los picos caracteristicos de la PCL debido a la hidrolizacién, asi como la presencia
de nuevos picos por los elementos que interactian en los andamios con las particulas. Asi mismo
en la caracterizacion de SEM podemos observar que, aunque visiblemente no hay una diferencia
muy notable entre las fibras sin hidrolizar y las que ya lo estan, se logra apreciar la adhesién de
las particulas con el andamio, lo que nos permite inferir que la superficie si se modifico para lograr
adherir las particulas. Por otro lado, los resultados en XPS nos sugieren que la presencia de las
particulas de EC/GELP/BSA por la presencia de N presente en los grupos amino.

Se logra demostrar la viabilidad y biocompatibilidad al realizar el cultivo celular, notando la
presencia de actividad contractil en los cardiomiocitos cultivados en los andamios de PCL
funcionalizados con EC/GELP/BSA, en el anadlisis de microscopia se observa una actividad
promedio de 0.56 Hz en los andamios.

Como resultado a este trabajo podemos afirmar que se cumplieron los objetivos de obtener un
material que es capaz de mantener la integridad de las células cardiacas, abriendo camino a
ampliar las investigaciones en esta d4rea, asi como, dejando un antecedente de Ia
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biocompatibilidad de este polimero y particulas para futuras investigaciones dentro del desarrollo
de materiales que hagan posible la regeneracién de tejido cardiaco.
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