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RESUMEN EJECUTIVO 

La cardiopatía isquémica (CI) es una enfermedad causada por la obstrucción del flujo 

sanguíneo, debido a factores como el estrés oxidativo por especies reactivas de 

oxígeno (ROS). En ciertos casos se requiere trasplantes de tejido por lo que la 

ingeniería de tejidos (IT) plantea posibles alternativas para su tratamiento, como la 

aplicación de andamios biológicos (ABs) con antioxidantes. Este estudio se enfocó en 

la evaluación de la actividad antioxidante de extractos de Aloysia citrodora (cedrón) y 

Prunus serotina (capulí) en ABs.  

Se obtuvieron extractos por maceración y se cuantificó el contenido de fenoles y 

flavonoides. Mediante la inhibición de DPPH se calculó su actividad antioxidante y se 

realizó una combinación de extractos. Se incorporó la mejor combinación de extractos 

en la elaboración de ABs.  Para comprobar la actividad antioxidante en el AB se realizó 

FT-IR además de una prueba con DPPH. También se evaluaron las propiedades 

morfológicas y físicas mediante SEM, pruebas mecánicas y permeabilidad. 

Los porcentajes de rendimiento en la obtención de extractos fueron de 11.34 para el 

cedrón y 12.32 para el capulí. La combinación de extractos en una relación 7:3 para 

capulí:cedrón presentó un incremento en el porcentaje de inhibición de radicales libres 

frente a los extractos puros. La adición del extracto en ABs incrementó el porcentaje 

de inhibición hasta 70.17. Su incorporación en ABs permiten reducir la presencia de 

ROS. Esto demuestra que el AB con extracto tiene potencial de ser aplicado en la IT 

para el desarrollo de tejido endotelial y combatir la CI.  

 

Palabras clave: andamios biológicos, cardiopatía isquémica, antioxidantes, cedrón, 

capulí, ROS. 
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ABSTRACT 

Ischemic heart disease (IHD) is a disease caused by obstruction of blood flow, due to 

factors such as oxidative stress due to reactive oxygen species (ROS). In certain cases, 

tissue transplants are required, so tissue engineering (TE) proposes possible 

alternatives for their treatment, such as the application of biological scaffolds (BSs) 

with antioxidants. This study focused on the evaluation of the antioxidant activity of 

extracts of Aloysia citrodora (lemon verbena) and Prunus serotina (capulí) in BSs. 

Extracts were obtained by maceration and the content of phenols and flavonoids was 

quantified. By inhibiting DPPH, its antioxidant activity was calculated and a 

combination of extracts was made. The best combination of extracts was incorporated 

in the preparation of BSs. To check the antioxidant activity in BS, FT-IR was 

performed in addition to a DPPH test. Morphological and physical properties were 

also evaluated by SEM, mechanical tests and permeability. 

The yield percentages in obtaining extracts were 11.34 for lemon verbena and 12.32 

for capulí. The combination of extracts in a 7:3 ratio for capulí:lemon verbena 

presented an increase in the percentage of inhibition of free radicals compared to pure 

extracts. The addition of the extract in ABs increased the inhibition percentage to 

70.17. Its incorporation into BSs allows the presence of ROS to be reduced. This shows 

that BS with extract has the potential to be applied in TE for the development of 

endothelial tissue and combat IHD. 

Key words: biological scaffolds, ischemic heart disease, antioxidants, lemon verbena, 

capulí, ROS.  
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CAPÍTULO I.-MARCO TEÓRICO 

1.1.Antecedentes investigativos 

1.1.1. Especies Reactivas de oxígeno 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), son moléculas 

altamente reactivas debido a electrones no apareados, lo que genera inestabilidad, al 

reaccionar con biomoléculas presentes en el medio en el que se encuentran. Existen 

tres principales ROS: el anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (𝐻2𝑂2) Y el 

radical hidroxilo (OH-) siendo este el más inestable y, por lo tanto, el que presenta 

mayor toxicidad. Además de otros compuestos menores concentraciones como 

radicales lipídicos, el ácido hipocloroso o peroxinitrito (Kibel et al., 2020).   

Bajo condiciones normales, las ROS actúan como moléculas de señalización, las 

cuales regulan condiciones de elongación y contracción de tejidos vasculares(Moris et 

al., 2017). Del mismo modo, representan un sistema de defensa primario frente a la 

posible proliferación de patógenos. Dichos radicales también actúan como reguladores 

intracelulares, principalmente en el metabolismo de proteínas o en las vías de 

reparación del ADN (Kaczmarek-Szczepańska et al., 2023). Sin embargo, la 

concentración de ROS en el microambiente puede incrementar debido a factores como 

el crecimiento y proliferación celular o condiciones de estrés. Esto genera un 

desbalance ocasionando daños en general debido al estrés oxidativo (Wahyuni et al., 

2021). 

De forma directa, se pueden ver afectados procesos metabólicos de interés, como la 

replicación del ADN al generar modificaciones en sus bases nitrogenadas, impedir 

actividad proteica por inhibición, desnaturalización o alteración conformacional y 

afectar de forma directa a la célula por la peroxidación lipídica de la pared celular 

(Echeverria Molina et al., 2021). 
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1.1.2. Efecto de ROS en enfermedades vasculares 

Las ROS se encuentran de forma natural en el cuerpo humano, pero se mantienen 

niveles controlados debido a su función principal de mantener el sistema de 

señalización redox encargados de regular factores como el crecimiento, migración 

celular, apoptosis, diferenciación o expresión genética.  Existen diversos factores 

externos que dan paso a una sobreproducción de ROS como la obesidad, tabaquismo, 

sedentarismo o predisposición genética, dando paso al estrés oxidativo (Arjmand et 

al., 2021).  

El estrés oxidativo se da cuando la capacidad antioxidante innata es superada por las 

altas concentraciones de ROS. A nivel cardiovascular, se interrumpen diversas vías de 

comunicación y transporte, como la cadena de transporte de electrones de las 

mitocondrias, la acción de las NADPH oxidasas o las sintasas de óxido nítrico, siendo 

fundamental en el metabolismo celular. Esto da paso a diversos problemas 

cardiovasculares como fibrosis miocárdica, insuficiencia cardiaca, infarto del 

miocardio, diabetes mellitus o cardiopatía isquémica (Baheiraei et al., 2014).  

1.1.2.1.Contribución de las ROS en la cardiopatía Isquémica 

La cardiomiopatía isquémica (CI) es una enfermedad cardiovascular en donde se 

restringe el paso de la sangre desde la arteria coronaria hacia el miocardio (Oppedisano 

et al., 2020). Esto se debe a procesos como la sobreproducción de colágeno por parte 

del endotelio, pero principalmente por una acumulación de lípidos y células 

inflamatorias como linfocitos (Strauch & Robbins, 2023). 

Cabe mencionar que, en la cardiopatía isquémica, se ha demostrado que las ROS 

pueden ser producidos por todas las capas vasculares, en especial el endotelio, lo cual 

favorece la inflamación y acumulación de lípidos agravando la isquemia (Kibel et al., 

2020). La principal vía que da lugar a la disfunción endotelial es la degradación de 

óxido nítrico por estrés oxidativo. Este compuesto posee actividad citoprotectora y 

vasodilatadora, siendo fundamental para combatir la isquemia. El primer paso de este 
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estrés presente es la expresión de características protrombóticas y proinflamatorias en 

las células del tejido endotelial al inhibir la incorporación de plaquetas y neutrófilos a 

zonas afectadas (Stapleton et al., 2020).  

Del mismo modo, el factor nuclear kappa beta (NF kb) llega a ser decisivo ya que 

regula el proceso de crecimiento celular e inflamación. Este es susceptible a una sobre 

activación, ya que las ROS dañan el inhibidor que posee (ikb) lo cual genera una 

respuesta inflamatoria excesiva, agravando la isquemia (Hsiao et al., 2013). Además, 

debido a este tipo de complicaciones la insuficiencia cardiaca puede llegar a ser fatal, 

ya que se generan arritmias o hipercontracturas del corazón (Kim et al., 2022). 

1.1.2.2. Importancia de la IT en la Cardiopatía Isquémica 

La elevada tasa de mortalidad asociada a la CI es alarmante dentro de la comunidad 

médica y científica, los tratamientos convencionales están basados en el uso de 

medicamentos como la aspirina y nitroglicerina, llegando hasta intervenciones 

quirúrgicas, las cuales pueden ser bastante invasivas (Arjmand et al., 2021), el avance 

tecnológico ha permitido que existan terapias donde se prime el uso de células, sin 

embargo, sus resultados clínicos son bastante desfavorables por sí solos, la 

problemática está relacionada con la supervivencia celular, la probabilidad de injerto, 

así como la cantidad de células capaces de reparar el tejido, es decir, hay falencias 

destacables dentro del proceso de administración celular (Madonna et al., 2019) 

Para dar solución a esta problemática la ingeniería de tejidos destaca sobre resto de 

tratamientos cuyo enfoque puede ser clasificado de dos maneras: el uso de sistemas 

sin andamio donde se busca principalmente el reemplazo del tejido fibroso del 

miocardio a través de una lámina de células (Hsiao et al., 2013) y el uso de una matriz 

o andamio que reemplace o reproduzca la función de la matriz celular biológica. 

Esto último se fundamenta en la combinación de células y un biomaterial polimérico 

(natural o sintético) de tal manera que se produzca un ambiente adecuado para la 

proliferación celular antes de ser administrado en el área afectada disminuyendo 
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considerablemente los problemas de supervivencia celular (Madonna et al., 2019), 

suponiendo así una alternativa altamente viable dentro de la reparación del tejido 

enfermo sobre todo en el caso de la insuficiencia cardíaca postinfarto. 

1.1.3. Ingeniería de tejidos aplicada a CI 

La ingeniería de tejidos (IT) es una rama de la bioingeniería y uno de sus enfoques es 

el desarrollo de nuevos biomateriales que funcionan como un soporte para el desarrollo 

celular, lo que permite generar nuevos tejidos, o a su vez regenerar tejidos dañados 

(NIBIB, 2021). Los soportes o andamios añadidos al cultivo celular permiten un 

desarrollo correcto al mantener las condiciones adecuadas acorde al tipo de tejido que 

se busca recrear (van der Valk et al., 2023). Debido a esto se pueden añadir factores 

de crecimiento e indicadores para generar reacciones en específico en las células, con 

el fin de obtener una respuesta en específico como la producción de metabolitos o la 

diferenciación en base a un tejido requerido (Snyder & Jana, 2023).   

Dentro de la ingeniería de tejidos, es indispensable mantener las condiciones 

adecuadas para el correcto desarrollo celular. Una de las principales condiciones es la 

generación de ROS debido al metabolismo celular propio (Xiong et al., 2022). El estrés 

oxidativo da continuidad a la fase inflamatoria e impide una correcta proliferación 

celular. Este desbalance generado, impide que se presenten de forma natural las vías 

antioxidantes para combatir el estrés oxidativo, lo que da lugar a otras vías de 

señalización causando los daños celulares graves (Guan et al., 2020). 

Debido a esto, la adición de compuestos con actividad antioxidante representa una 

ventaja en la ingeniería de tejidos (Chasara et al., 2023). La creación de parches o 

andamios biológicos con actividad antioxidante permite mantener en control posibles 

complicaciones a la hora de realizar cultivo de tejidos, como la contaminación por 

patógenos o la diferenciación de tejido hacia células específicas.  
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1.1.3.1. Componentes necesarios para la ingeniería de tejidos 

1.1.3.1.1. Células 

La célula es la unidad principal para la ingeniería de tejidos, ya que a partir de esta 

surgen los tejidos y posteriormente los órganos y sistemas. Debido a esto, el origen de 

estas es un punto clave al no tener las mismas necesidades ni funciones fisiológicas en 

función del tejido que se busca desarrollar (Chandra et al., 2020). Así, se tienen células 

autólogas, alogénicas, provenientes de progenitores, células adultas unipotentes, 

células madre multipotentes o células madre pluripotentes inducidas (iPSC por sus 

siglas en inglés) . 

Las células obtenidas se cultivan em estructuras añadidas externamente, de forma 

principal como soportes tridimensionales llamados andamios, en donde se imita una 

matriz extracelular y se busca su desarrollo mediante su acoplamiento (Irawan et al., 

2018). Esto permite la formación de nuevos tejidos al lograr una diferenciación hacia 

células especializadas (Khodabandeh et al., 2022).  

1.1.3.1.2. Medios de cultivo y Factores de Crecimiento 

Medios de cultivo 

El cultivo de tejidos ha ido avanzando conforme las necesidades se lo han pedido, es 

así como en un inicio se utilizaban fluidos corporales, hasta desarrollar los primeros 

medios de cultivo como el medio esencial mínimo de Eagle. Sin embargo, la 

modificación de este medio se realizó conforme la aplicación de nuevos linajes de 

células, incorporando o eliminando componentes necesarios hasta llegar al 

denominado “medio completo”, en donde se han incorporado todos los componentes 

necesarios para garantizar el desarrollo y proliferación celular, tales como vitaminas, 

fuente de carbono, nitrógeno, factores de crecimiento etc (Chandra et al., 2020).  
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Factores de crecimiento en IT 

Los factores de crecimiento (GF) son complejos proteicos que permiten un desarrollo 

celular adecuado, ya que intervienen en procesos como proliferación, diferenciación, 

muerte y migración celular (Tonelli et al., 2017). Estos pueden ser de origen paracrino, 

es decir, de células adyacentes, o autocrino, de la misma célula. Dentro de la IT, los 

GF pueden ser aplicados de forma directa, mediante liberación controlada o lograr la 

producción autocrina por las células presentes (Ren et al., 2020).  

Los GF aplicados para el desarrollo tisular varía en función del tejido, como el EGF 

aplicado en tejido epitelial, VEGF utilizado para el crecimiento endotelial vascular, o 

multipropósito como los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), 

factores de crecimiento transformantes beta (TGF- β) utilizados principalmente para 

desarrollo de órganos especializados o tejido óseo (Saravanan et al., 2016).  

1.1.3.1.3.  Andamios biológicos  

Una de las principales alternativas modernas es la aplicación de andamios biológicos 

(AB), elaborados a base de biopolímeros (Guan et al., 2020). Los AB se han convertido 

en una alternativa novedosa para el tratamiento de diversas patologías que afectan a 

diversos tejidos. Esto, ya que permite que tanto una recuperación del tejido afectado, 

la promoción de nuevo tejido en zonas isquémicas afectadas o la generación de tejido 

mediante técnicas de laboratorio (Kopecki, 2021).  

Para dar lugar a la recuperación de los tejidos que han sido afectados, los AB brindan 

una superficie de soporte en la cual las células son capaces de proliferar (Mihai et al., 

2019). Adicional a esto, la propia estructura permite que existan otros factores 

importantes como es la difusión de nutrientes y la migración celular (Saeedi et al., 

2020). Con esta base, los AB deben imitar de la mejor forma posible la matriz 

extracelular, por lo que, de forma común son elaborados con polímeros naturales de 

los cuales dependerán las características finales que tenga el AB (Winkler et al., 2020).  
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1.1.3.1.3.1.Biopolímeros 

Conforme la Sociedad Europea de Biomateriales, un biomaterial es un compuesto 

capaz de interactuar de forma benéfica con sistemas biológicos, con el fin de evaluar, 

tratar o reemplazar tejidos u órganos. Si bien existen diversos biomateriales aplicados 

en la IT, se destacan dos grupos principales, siendo de origen natural o sintético. Estos, 

de forma común, poseen estructuras de carbono como nanomateriales o biocerámicas 

(Guan et al., 2020) 

Para su aplicación, deben cumplir ciertas características fundamentales como la 

compatibilidad con el sistema biológico que se está utilizando, además de la 

biodegradación, resistencia mecánica y la formación de estructuras adecuadas para la 

proliferación celular (Garcia et al., 2021). Si bien tanto los compuestos naturales como 

sintéticos cumplen con las características, estas varían entre sí, siendo los biopolímeros 

sintéticos más asimilables y biodegradables en contra de los biopolímeros naturales, 

los cuales presentan características más rígidas y relacionadas con la estructura que 

forman (Echeverria Molina et al., 2021). Esto permite que una combinación de estos 

compuestos genere microestructuras más adecuadas para el acoplamiento celular y el 

desarrollo del tejido. Debido a esto, los biopolímeros más utilizados son el colágeno, 

a modo de matriz extracelular, y el quitosano permitiendo mejorar las características 

estructurales en el andamio biológico. 

1.1.3.1.3.2.Colágeno 

El colágeno es el principal componente de la matriz extracelular, y al ser la proteína 

más abundante en el organismo es el biopolímero más utilizado en ingeniería de tejidos 

(Irawan et al., 2018). El colágeno utilizado en IT son de los tipos I y II, ya que poseen 

características similares, como la biodegradabilidad, compatibilidad adecuada con 

células, y cierta capacidad antimicrobiana. Su principal función biológica es 

estructural, ya que brinda propiedades mecánicas adecuadas para la elaboración del 

AB; principalmente con respecto a las fuerzas y tensiones aplicadas por lo que el 
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entrecruzamiento formado da lugar a estructuras estables (Kaczmarek & Sionkowska, 

2018).   

 

Figura 1 Estructura del colágeno 

Se presenta la estructura química del colágeno. La molécula base se presenta como la unión de glicina, 

prolina e hidroxiprolina de izquierda a derecha. Ilustración adaptada (Zou et al., 2018)  

1.1.3.1.3.3.Quitosano 

Otro biopolímero de gran interés es el quitosano, siendo utilizado en biomedicina e 

ingeniería de tejidos (Kou et al., 2021). Su biodegradabilidad se garantiza por la acción 

de la lisozima, degradando el biopolímero hasta polisacáridos de fácil absorción 

(Aaliya et al., 2021). Asimismo, tiene efectos cicatrizantes, antiinflamatorios y es 

altamente compatible con otros biomateriales como el colágeno (Islam et al., 2020). 

Al igual que el colageno, este presenta una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad, 

siendo óptimo para su combinación con otros polímeros.  

Su estructura se basa en un amino polisacárido lineal, y al ser polimerizado tienen 

unidades acetiladas aleatoriamente (Abdullah et al., 2016). Cada una de las unidades 

posee 2 grupos hidroxilo y un grupo amino, siendo capaces de formar enlaces de 

hidrogeno con otras fibrillas de quitosano y con otros biopolímeros. Además, estos 

mismos grupos proveen actividad antioxidante, pero en menor medida debido al fuerte 

enlace formado por el grupo alcohol primario (Rodrigues et al., 2020). 
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Figura 2 Estructura del quitosano 

Se presenta la estructura química del quitosano. Monómero desacetilado y acetilado se encuentran 

representados como n y m respectivamente. Ilustración adaptada (Zou et al., 2018) 

1.1.3.2.Importancia de antioxidantes en la IT aplicados a CI 

Estudios realizados por Kaczmarek-Szczepańska et al. (2023), afirman que la adición 

de antioxidantes en Andamios Biológicos (AB) presentan un avance novedoso para el 

desarrollo de ingeniería de tejidos (Saravanan et al., 2016). Esto permitirá mejorar el 

proceso de regeneración tisular al permitir un control de las ROS y que los 

biopolímeros que componen al AB se degraden de una forma controlada, brindando 

así el soporte necesario para la proliferación celular (Rubio-Elizalde et al., 2019).  

Además de esto, compuestos como los polifenoles han demostrado disminuir los 

tiempos de cicatrización, permitiendo la reticulación del colágeno e incrementando las 

propiedades mecánicas y térmicas que posee el andamio (Song et al., 2020). La adición 

de triterpenos, fenoles y polifenoles permite mantener un tamaño de poro correcto para 

que el proceso de proliferación celular sea el adecuado (Jin et al., 2013; Zheng et al., 

2021).   

La mejora de estas características permite que la incorporación de extractos de plantas 

medicinales en ABs se convierta en una alternativa frente a posibles tratamientos 

convencionales (Kapałczyńska et al., 2016). Tanto P. serotina como A. citrodora 

poseen actividad antioxidante, siendo un punto clave para su incorporación en los ABs 

(Jaradat et al., 2021a; Telichowska et al., 2020a) 
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1.1.4. Plantas medicinales como fuente de antioxidantes naturales 

1.1.4.1. Aloysia citrodora 

Otra especie de interés es el cedrón (A. citrodora), utilizada ampliamente por sus 

propiedades antiinflamatorias y antioxidantes desde la antigüedad. Su producción se 

da entre 800 y 2.800 m.s.n.m. En Ecuador, se ubica en toda la región Sierra, teniendo 

mayor producción en zonas con climas cálidos (Fernández, et al., 2019). Su 

descripción taxonómica viene descrita a continuación  

Tabla 1. Descripción taxonómica del cedrón 

Dominio  Eucaryota 

Reino Plantae 

Filo Magnoliophyta 

Clase Dicotyledoneae 

Orden Lamiales 

Familia Verbenaceae 

Género Aloysia 

Especie citrodora 

Nota: Adaptado de (Iglesias & Pichucho, 2021) 
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Esta especie es considerada un arbusto perteneciente a la familia Verbenaceae, 

originaria de Centro y Sudamérica es utilizada de forma ornamental y medicinal. Sus 

tallos presentan estrías longitudinales y llegan a tener una altura máxima de 3 

m(Jaradat et al., 2021b). Sus hojas presentan rugosidad ligera con dentado leve en los 

bordes. Las inflorescencias, en forma de panícula se encuentran en los extremos de los 

tallos y ramas principales, con tonalidades blanquecinas y azuladas (Bahramsoltani et 

al., 2018).  

Esta planta posee principalmente triterpenos, catequinas, saponinas, felones, quinonas, 

benzoquinonas y flavonoides (Adeli et al., 2021). Estos compuestos brindan 

propiedades antioxidantes, siendo capaz de combatir el estrés oxidativo (Tammar et 

al., 2021). A. citrodora es usada de forma común ya que posee actividad 

antimicrobiana frente a S. aureus, Proteus vulgaris y C. albicans (Jaradat et al., 2021).  

1.1.4.2.Prunus serotina 

El Capulí (P. serotina) es una especie originaria de América del Norte, adaptada y 

comercializada por Centroamérica y Sudamérica (Carrasco et al., 2022). En Ecuador, 

se ha adaptado a los valles interandinos con alturas que oscilan entre 1.200 y 3.500 

m.s.n.m., en donde las provincias con mayor producción son Tungurahua, Cotopaxi, 

Pichincha e Imbabura. Su adaptación y distribución por la zona interandina se da 

debido al suelo arenoso de la zona (Fernández, et al., 2019).  

El capulí es un árbol de la familia Rosaceae, utilizado de forma comercial por su 

madera de gran dureza. Puede tener una altura máxima de 10 metros en ejemplares 

completamente desarrollados. Su tronco es irregular y las hojas poseen un borde liso 

llegando hasta 12 cm de longitud (Telichowska, Kobus-Cisowska, et al., 2020). Su 

descripción taxonómica se presenta a continuación:  
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Tabla 2. Descripción taxonómica del capulí 

Dominio: Eucaryota 

Reino: Plantae 

Filo: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Prunus 

Especie: serotina 

Nota: Adaptado de (Chisaguano, 2012) 

Esta especie posee compuestos bioactivos entre los que destacan las antocianinas, 

fenoles, tocoferoles, flavonoides y terpenos (Brozdowski, et al., 2021a). Uno de los 

más representativos es el uvaol, al ser este un terpeno que mejora el funcionamiento 

de fibroblastos y células endoteliales, acelerando el proceso de cicatrización de heridas 

(Telichowska, et al., 2020a). 

 Dispone también de ácido ursólico, un triterpeno con características antiinflamatorias, 

ya que inhibe la vía de la ciclooxigenasa, la 5-lipoxigenasa y la elastasa presentes en 

los leucocitos (Brozdowski, et al., 2021a). Del mismo modo, tienen propiedades 

antimicrobianas frente a Staphylococcus aureus, Microsporum lenosum y Candida 

albicans con una concentración inhibitoria mínima de 250 µg/mL. El ácido ursólico 

también es capaz de fortalecer el colágeno cutáneo, brindando así una mejora en las 

características del tejido afectado (Brozdowski, et al., 2021b).  
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1.1.5. Métodos de extracción de compuestos bioactivos de plantas 

Existen diversos métodos de extracción, los cuales varían en función de los 

componentes de interés que se buscan. Entre los principales factores se encuentran la 

temperatura de operación y tiempos de aplicación (Q.-W. Zhang et al., 2018).  

Dentro de los métodos convencionales se encuentran la maceración, infusión o 

extracción por soxhlet, utilizando solventes y lapsos largos. Por otro lado, los métodos 

convencionales implican mayor eficiencia o selectividad, pero implican procesos 

complejos y mayores costos de operación (Valdez et al., 2022). 

1.1.5.1.Extracción Soxhlet 

Este método se basa en el contacto directo de la muestra con el solvente utilizado para 

la extracción. Presenta ventajas frente a otros métodos, como el contacto múltiple con 

el disolvente y un lapso prolongado de exposición (López-Bascón & Luque de Castro, 

2020). Además, suele tener más afinidad con los solutos tanto por el movimiento como 

por la temperatura de funcionamiento. Si bien es uno de los métodos con mayor 

rendimiento, no es utilizado de forma frecuente en compuestos con actividad biológica 

debido a que se trabaja a temperaturas cercanas a la de la ebullición del solvente 

(Fagbemi et al., 2021).  

1.1.5.2.Maceración 

Este es un proceso de larga duración, en donde se busca extraer los compuestos afines 

al solvente utilizado. Estos solventes varían, siendo de matriz simple, en donde se 

utiliza solo un tipo de solvente, como de matriz compuesta al utilizar una mezcla de 

estos. En una extracción hidroalcohólica se obtienen compuestos tanto hidrofílicos 

como hidrófobos (Bitwell et al., 2023).  

Sin embargo, es necesario realizar un procedimiento posterior para eliminar el solvente 

utilizado, ya que podría interferir en los análisis. Además, el contenido de humedad 
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llega a ser relativamente alto, por lo que los solutos extraídos podrían degradarse por 

diversos factores (Carrillo & Díaz, 2020). Uno de los procesos más eficientes es la 

rotoevaporación, en donde se disminuye la presión del sistema para así aportar menos 

energía en forma de calor, y evaporar los solventes. Tal es el caso del etanol, en donde 

de forma común se evapora a los 78°C llegando a afectar a los compuestos fenólicos; 

pero al llegar a 130 HPa la temperatura de evaporación disminuye hasta los 50°C, 

temperatura a la cual no se afectan dichos compuestos (Ganguly et al., 2020). 

1.1.5.3.Infusión 

Esta técnica permite una extracción rápida de los compuestos de interés, y al igual que 

la maceración es posible utilizar diversos solventes para realizar la extracción. A pesar 

de ser de corta duración en comparación con la maceración, utiliza temperaturas más 

altas por lo que los compuestos extraídos son susceptibles a la degradación (Abubakar 

& Haque, 2020). Del mismo modo, los porcentajes de rendimiento son menores a 

comparación de los métodos antes citados, debido tanto a la degradación de los solutos 

como a la propia evaporación y arrastre de compuestos por la temperatura utilizada 

(Panzl et al., 2022). 

1.1.5.4.Fluido supercrítico  

La extracción por fluido supercrítico es ampliamente utilizada, principalmente en la 

industria en procesos como el descafeinado. Al pasar un fluido supercrítico a través de 

una matriz, es capaz de arrastrar los analitos de interés en función del solvente utilizado 

(Osorio, 2020). Si bien es posible realizar un proceso dinámico, a nivel de laboratorio 

no es factible su uso ya que presenta complicaciones por el costo de operación y el 

propio solvente utilizado (Palaric et al., 2023).  

1.1.6. Evaluación de la actividad antioxidante en ABs.  

La capacidad antioxidante puede ser evaluada in vitro, usando distintos métodos de 

detección. Es común, el uso simultáneo de diferentes métodos de ensayo, con el fin de 
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obtener resultados objetivos (Munteanu & Apetrei, 2021). Entre los ensayos utilizados 

de forma común para ABs se encuentran el 1,1-difenil-1-2-picrilhidrazilo (DPPH) y el 

2,2-azinobis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) (Chaves et al., 2020) 

El ensayo por DPPH da lugar a la cuantificación de compuestos con actividad 

antioxidante debido a su neutralización. Esto se da por la aceptación de un protón 

cedido por compuestos bioactivos. Esta es una reacción colorimétrica, la cual inicia 

como violeta oscuro en su estado natural, y al neutralizarse torna en amarillo palido, 

medible a 515 nm mediante un espectrofotómetro UV-vis (Baliyan et al., 2022) 

 

Figura 3 Reacción del radical DPPH neutralizada 

La reacción de DPPH se ve representada por el cambio de color de violeta causado por el radical libre 

debido a la carga presente en el nitrógeno central hacia un amarillo pálido al incorporarse el átomo de 

hidrógeno. Adaptado de (Bibi Sadeer et al., 2020) 

Debido al tiempo de incubación y radicales utilizados, estos ensayos presentan una 

mayor sensibilidad, y permiten conocer resultados más exactos. Si bien existen otros 
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métodos como La Capacidad de Absorción de Radicales de Oxígeno (ORAC por sus 

siglas en inglés) o el Poder Antioxidante Reductor del Hierro (FRAP), estos 

intervienen de forma directa con su estructura, por lo que son métodos menos fiables 

al tener una intervención previa (Unalan et al., 2021).  
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1.2.Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo General  

 

• Evaluar la actividad antioxidante de extractos de Aloysia citrodora (cedrón) y 

Prunus serotina (capulí) en andamios biológicos 

 

1.2.2. Objetivos Específicos 

 

• Obtener extractos de A. citrodora y P. serotina para la determinación de su 

actividad antioxidante. 

• Construir andamios biológicos con extractos de P. serotina y A. citrodora para 

la comparación de su actividad antioxidante con extractos puros. 

 

• Determinar la influencia de la adición de extractos de P. serotina y A. citrodora 

en las características morfológicas y físicas de los andamios elaborados. 

 

  



 

 
18 

CAPÍTULO II. METODOLOGÍA 

2.1. Materiales  

2.1.1. Equipos de laboratorio 

• Deshidratador por convección 

• Plancha de agitación 

• Espectrofotómetro UV-VIS 

• Rotoevaporador 

• Vortex 

• Balanza Analítica 

• Refrigerador 

• Liofilizador  

• Ultracongelador  

2.1.2. Reactivos 

• Etanol 70% 

• Ácido Gálico 

• Solución de carbonato de sodio 7% (p/v) 

• Solución de cloruro de aluminio 2% (p/v) 

• Solución de quercetina 

• Solución madre DPPH 

• Metanol 

• Solución madre Trolox 

• Ácido Acético 

• Colageno 

• Quitosano 

• Agarosa 

• PBS 
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2.1.3. Material fungible 

• Probeta (10 mL, 50 mL, 100 mL) 

• Vasos de precipitación ( 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL) 

• Frascos ámbar (1000 mL)  

• Tubos de ensayo (5 mL) 

• Balón de aforo (100 mL) 

• Micropipetas (10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL) 

• Placas de 96 posillos  

• Tubos eppendorf (15 mL) 

• Microtubos (1,5 mL) 

• Embudo Buchner 

• Matraz Kitasato 

• Gradilla para tubos 15mL 

• Gradilla para microtubos 

2.2. Métodos   

2.2.1. Obtención de extractos de P. serotina y A. citrodora para la determinación 

de su actividad antioxidante.  

2.2.1.1. Recolección del material vegetal  

Una vez obtenido el permiso del Misterio del Ambiente, Agua y Transición Ecológica 

(Anexo 1), se recolectaron hojas de A. citrodora (Cedrón) y P. serotina (Capulí) de las 

coordenadas 1°17'34.0"S 78°38'34.8"W perteneciente a la parroquia de Huachi 

Grande del cantón Ambato de la provincia de Tungurahua.  Las muestras fueron hojas 

completas. El material vegetal se colocó en bolsas ziploc, mismas que fueron 

trasladadas y almacenadas en los laboratorios de la Unidad Operativa de la dirección 

de Investigación y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en 

Alimentos y Biotecnología, siguiendo las directrices dadas por Royal Botanic Gardens 

Sydney (2005). 
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2.2.1.2. Preparación del material vegetal 

Las hojas en buen estado se desinfectaron con una mezcla de hipoclorito de sodio al 

5% en agua destilada durante 5 minutos y se enjuagaron con abundante agua. 

Posteriormente, se secaron en una estufa a 50° C durante 4 días hasta que se encuentren 

totalmente secas. Se trituraron las hojas hasta obtener un pulverizado y se almacenaron 

en bolsas ziploc. 

2.2.1.3. Extracción hidroalcohólica de las hojas 

Para la extracción de las hojas de A. citrodora y P. serotina, se implementó el método 

descrito por (Das et al., 2020)  con ciertas modificaciones: se pesaron 100 g de la 

muestra triturada y se mezclaron con 500 mL de etanol al 70% durante 48 h con 

períodos cortos de agitación. Luego se realizó una nueva maceración por 24 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, el extracto se filtró a través del papel filtro y, 

por último, con un rotoevaporador se evaporó al vació a 40°C hasta lograr la 

evaporación completa del etanol. El extracto obtenido se almacenó a 4°C hasta su 

posterior análisis. 

2.2.1.4. Determinación de la capacidad antioxidante de los extractos puros 

Para la determinación de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos en el 

punto 6.1.3., se realizó la metodología de captación de radicales libres de DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo) en microplaca de 96 pocillos descrita por Bobo et al., (2019) 

con algunas modificaciones: 

Se preparó una solución madre de DPPH de concentración 150 μM, para ello se pesó 

5,9 mg de DPPH, los cuales se disolvieron en 100 mL de una solución metanol-agua 

(80:20). La solución obtenida se agitó durante 30 - 40 min para garantizar la disolución 

completa del DPPH. Así también, se utilizó como estándar una solución madre de 

Trolox a 500 μM para generar una curva de calibración, para ello se disolvió 0,0125 g 

de Trolox en 100 mL de una solución metanol-agua (80:20) y se agitó. A partir de la 
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solución madre del Trolox se prepararon diluciones hasta llegar a concentraciones de 

50, 100, 200, 300, 400 y 500 μM. En una placa de 96 pocillos se añadió el blanco, 

control y el extracto de estudio. Cada uno se preparó de siguiente manera:  

Blanco: 180 μL de solución metanol-agua 80:20 (diluyente del DPPH) + 20 

μL agua destilada  

Control: 180 μL de la solución DPPH + 20 μL agua destilada  

Extracto: 180 μL de la solución DPPH + 20 μL extracto diluido 

Una vez preparada la placa se agitó y se cubrió con papel aluminio. Posteriormente, se 

dejó reposar por 40 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro. Finalmente, 

se midió la absorbancia a 515 nm con un espectrofotómetro. Se determinó el porcentaje 

de inhibición de DPPH mediante la ecuación (1): 

%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝐷𝑃𝑃𝐻 = [1 −
(𝐴𝑚−𝐴𝑏)

(𝐴𝑐−𝐴𝑏)
] ∗ 100%      (1) 

En donde:  

𝐴𝑚: Absorbancia de la muestra 

𝐴𝑏: Absorbancia del blanco 

𝐴𝑐: Absorbancia del control 

2.2.1.5. Combinación de extractos para determinar la mayor capacidad 

antioxidante 

Una vez determinada la capacidad antioxidante de los extractos puros, se realizaron 

combinaciones de estos con el fin de determinar si estas generan una mayor actividad 
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antioxidante frente a los extractos puros obtenidos en el punto 2.2.1.4. Para ello se 

establecieron combinaciones, siguiendo la metodología propuesta por (Gao et al., 

2022) con ciertas modificaciones.  

En primer lugar, se estableció una concentración máxima de los dos extractos. 

Partiendo del extracto de cedrón, se disminuyó su concentración, y a su vez se 

incrementó la concentración del extracto de capulí, obteniendo 9 combinaciones y dos 

controles al medir los extractos puros. La mejor combinación se determinó mediante 

un análisis de Kruskal - Wallis, determinando la combinación con el mayor porcentaje 

de inhibición de radicales libres utilizando un programa estadístico especializado.  

En base a los resultados obtenidos, se seleccionó la combinación con mayor porcentaje 

de inhibición para la elaboración de andamios y la evaluación de sus propiedades 

físicas y mecánicas.  

2.2.2. Construcción de andamios biológicos con extractos de P. serotina y A. 

citrodora para la comparación de su actividad antioxidante con extractos puros 

2.2.2.1. Obtención de quitosano y colágeno 

El colágeno que se utilizó para la elaboración de los andamios será de tipo 1 y 2 mismo 

que fue donado por PhD. Orestes López Docente- Investigador de la Facultad de 

Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la Universidad Técnica de 

Ambato. En cuanto al quitosano se obtuvo de manera comercial, la marca utilizada fue 

Chemsavers con un grado de des acetilación de 90% y bajo peso molecular. 

Para la elaboración de los andamios biológicos se siguió la metodología descrita por 

(Martínez et al., 2015) y (Offeddu et al., 2016)con algunas modificaciones:  
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2.2.2.2. Preparación de andamios biológicos 

 

2.2.2.2.1. Preparación de andamio control 

Se inició preparando una solución de colágeno y quitosano al 1%, en ácido acético 

0.05M. Adicionalmente, se utilizó agarosa al 0.5% disuelta en PBS como agente 

reticulizante. La solución fue agitada a 80°C hasta la completa disolución de los 

biopolímeros. Una vez preparada la solución, esta se colocó en placas Petri de 10 cm. 

para su enfriamiento hasta temperatura ambiente. Posteriormente, se mantuvieron en 

ultracongelación a -75°C durante 24 horas. Finalmente se liofilizaron a -50°C durante 

24 horas para su almacenamiento posterior en un desecador.  

2.2.2.2.2. Preparación de andamios con extractos 

La preparación de andamios se realizó de la manera ya descrina en el punto 2.2.2.1., 

adicionando el extracto cuando termine la disolución de los biopolímeros. La 

concentración de extracto añadida fue determinada en el punto 2.2.1.5.  

2.2.2.2.3. Determinación de actividad antioxidante por espectroscopía 

infrarroja por la transformada de Fourier (FT-IR) 

Para determinar la presencia de compuestos con actividad antioxidante de los 

andamios formados, se utilizó el espectroscopio infrarrojo (FR-IT) ubicado en el 

laboratorio de Canje de Deuda de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y 

Biotecnología de la Universidad Técnica de Ambato. Para esto, se siguió la 

metodología descrita por(Gieroba et al., 2021).  

Con los andamios formados, se obtuvieron secciones circulares de 1cm de diámetro, 

los cuales fueron pulverizados para el ingreso de la muestra. Se utilizó el programa 

Spectra Analysis a un rango de 4000 – 400 cm-1. para determinar los grupos 

funcionales de compuestos que poseen actividad antioxidante presentes en el andamio 

biológico (Krysa et al., 2022; Unalan et al., 2021).  
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2.2.2.2.4. Determinación de la actividad antioxidante en ABs por inhibición 

de radicales libres. 

Para la determinación de la actividad antioxidante en los andamios formados, se siguió 

la metodología planteada por (Unalan et al., 2021) con ciertas modificaciones. En 

primer lugar, se realizó una incubación del andamio con la solución de metanol:agua 

durante 1 hora. Posteriormente, el andamio se sumergió en una solución con DPPH y 

se incubó durante 40 minutos sin luz a temperatura ambiente. Al finalizar la 

incubación, se retiró el sobrenadante y se colocó en placa de 96 posillos para medir en 

el espectrofotómetro a 515 nm Se determinó el porcentaje de inhibición de DPPH 

mediante la ecuación (1) descrita en el punto 2.2.1.4.  

2.2.3. Determinación de la influencia de la adición de extractos de P. serotina y 

A. citrodora en las características morfológicas y físicas de los andamios 

elaborados 

2.2.3.1. Evaluación morfológica 

Mediante microscopia electrónica de barrido (SEM) se obtuvieron imágenes a distintas 

amplificaciones de la superficie de los andamios para analizar su porosidad a mayor 

detalle. Esto se realizó con un tratamiento primario al esparcir un pulverizado con oro 

para disipar las cargas estáticas. Posteriormente se fijó en un soporte de aluminio para 

introducirlo al microscopio electrónico de barrido (Z. Zhang et al., 2022)  

2.2.3.2. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) 

La prueba de permeabilidad al vapor de agua se realizó para analizar la capacidad del 

material para el transporte de metabolitos y sustancias dentro del andamio (Alves et 

al., 2022). Las muestras se colocaron en la parte superior de un desecador, encima de 

un depósito de agua destilada estéril existente en la parte inferior. Durante 8 h, todas 

las piezas fueron expuestas a vapor de agua saturado en condiciones ambientales. Las 

muestras se colocaron en la parte superior de un matraz que contenía gel de sílice seco 
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en su interior. Los andamios bloquearon la entrada de vapor de agua al interior del 

matraz y se pesaron cada hora durante 8 h (Sobral et al., 2001). 

𝑊𝑉𝑃 =
𝑊𝑉𝑇𝑅∗𝑒

𝑃0(𝑅𝐻1−𝑅𝐻2)
          (2) 

Para determinar la permeabilidad del vapor de agua mediante la formula (2) se utilizó 

una ecuación en la que constan: tasa de transmisión de vapor de agua (WVTR), el 

espesor medio de la cubierta (e), la presión de saturación a 25°C (Po) y la diferencia 

entre la humedad relativa del gel de sílice y la solución de NaCl (RH1 – RH2). El 

espesor (e) se midió utilizando un calibre convencional de 0,01 mm y promediado los 

valores obtenidos en 8 ubicaciones diferentes de cada andamio biológico.   

2.2.3.3. Evaluación mecánica 

Las propiedades mecánicas de los andamios fueron evaluadas con el fin de determinar 

los cambios de las propiedades mecánicas del andamio con la adición de los extractos 

(Kalva et al., 2023). Para esto se evaluaron la resistencia a la tracción (TS), 

alargamiento a la rotura (EB) como también el módulo elástico (EM), se tomaron las 

medidas de acuerdo con las condiciones ASTM D 882–88 (Instron Universal Testing).   

Se recortaron segmentos de andamios convencionales y andamios con extracto de A. 

citrodora (Cedrón) y P. serotina (Capulí) con medidas 2 cm x 9 cm. Los andamios 

tuvieron un acondicionamiento previo con 50 % de humedad relativa (HR) a 

temperatura ambiente durante 48h. La velocidad de la cruceta se fijó en 12,5 mm/min 

y se promediaron juntas al menos 5 réplicas de cada muestra (Ramanathan et al., 2017). 
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CAPÍTLO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Análisis de resultados 

3.1.1. Obtención de extractos de A. citrodora y P. serotina para la determinación 

de su actividad antioxidante  

3.1.1.1. Caracterización y obtención de los extractos 

Existen diferentes factores que influyen en el porcentaje de rendimiento de obtención 

del extracto, como la técnica utilizada, el solvente aplicado y las condiciones de 

extracción. Dentro de estas técnicas es necesario tener en cuenta la duración del 

proceso y la naturaleza d ellos compuestos frente a una fuente de calor (Abubakar & 

Haque, 2020). El solvente utilizado depende de la especie vegetal que se utiliza, la 

matriz vegetal r y la naturaleza de los metabolitos (Q.-W. Zhang et al., 2018). En esta 

investigación el extracto se obtuvo empleando la técnica de maceración 

hidroalcohólica al 70%, esto debido a la presencia de compuestos termolábiles como 

alcaloides y flavonoides en las muestras los cuales presentan propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias. Al utilizar esta técnica, se logra mantener la 

actividad biológica de estos compuestos, al evitar la degradación por altas 

temperaturas (K. Chen et al., 2023).  

Se obtuvieron extractos de cedrón y capulí. El rendimiento de la extracción de las hojas 

de Cedrón fue de 11,34 % que en comparación con estudios realizador por Gkalpinos 

y sus colaboradores en 2023 fueron similares, ya que se obtuvo rendimientos de 11,66 

% (Gkalpinos et al., 2023). En la investigación mencionada, al igual que en este 

proyecto de investigación, se empleó etanol como solvente debido a la compatibilidad 

con los metabolitos, la temperatura de recuperación del solvente y los niveles bajos de 

toxicidad que presenta (Abubakar & Haque, 2020) El tiempo de maceración empleado 

fue de 8 días, aplicando un cambio de solvente a la mitad del proceso. Esto permite 

extraer en mayor nivel los metabolitos de interés como fenoles y flavonoides de la 
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matriz vegetal, al no desechar el soluto en la primera corrida. Esto, en conjunto con 

una agitación moderada, permite obtener extractos con mayor actividad biológica.  

Para la eliminación del solvente se utilizó un rotoevaporador, el cual disminuye la 

presión del sistema por lo que es necesario menor temperatura para la evaporación del 

solvente. En este caso, al llegar a una presión de 80hPa apenas se emplean 40°C para 

la evaporación del solvente utilizado, sin llegar a afectar a los componentes del 

extracto o su arrastre hacia el solvente recuperado por una evaporación acelerada al 

incrementar la temperatura  (Osorio, 2020).  

Por otra parte, el rendimiento obtenido en el extracto de capulí fue de 12.42%, siendo 

similar a los valores obtenidos por Karabegovic y sus colaboradores en 2014 

(Karabegović et al., 2014). Para el caso de especies pertenecientes al género Prunus 

existe un incremento del rendimiento llegando hasta un 21.3% obtenido por la técnica 

de infusión. Al utilizar otros métodos de extracción como Soxhlet se puede llegar a 

incrementar el rendimiento hasta un 40% aproximadamente, sin embargo, al utilizar 

temperaturas mayores a los 65°C como es el caso de las técnicas mencionadas, 

compuestos volátiles o termosensibles como fenoles y flavonoides se degradan, por lo 

cual su actividad biológica disminuye considerablemente (Panzl et al., 2022). 

3.1.1.2. Determinación del contenido de fenoles y flavonoides en los extractos de 

P. serotina y A. citrodora 

Los metabolitos secundarios con actividad biológica son de gran interés, 

principalmente por los beneficios que aportan a la salud humana. Dentro de estos 

compuestos destacan los grupos de fenoles y flavonoides, principalmente por su uso 

en enfermedades relacionadas a la salud cardiovascular, salud nutricional y 

enfermedades neurodegenerativas (Suárez Cunza et al., 2021). Estos metabolitos son 

compuestos aromáticos producidos de forma natural por especies vegetales, los cuales 

presentan características bioactivas como actividad antioxidante, cicatrizante, 

antiinflamatoria, etc. El contenido tanto de fenoles y flavonoides obtenidos en los 

extractos se presentan en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Contenido de fenoles y flavonoides totales para extractos de P. 

serotina y A. citrodora 

Especie Fenoles totales 

mgEAG/g PS 

Flavonoides totales 

mgEQ/g PS 

A. Citrodora 48.425±3.912 24.181±3.142 

P. serotina 93.145±4.918 30.725±1.973 

Elaboración propia 

El contenido de fenoles se cuantificó mediante el método de Folin-Ciocalteu para cada 

uno de los extractos vegetales utilizados, expresado en mg Equivalentes de Ácido 

Gálico por gramo de peso seco (mgEAG/g PS). Para P. serotina (Capulí) se obtuvo un 

total de 93.145±4.918 mg EAG/g PS, llegando a valores mayores a los reportados por 

Telichowska y colaboradores en 2020 con 37.39 mg EAG/g PS (Telichowska, Kobus-

Cisowska, et al., 2020). En el estudio mencionado, la recuperación del solvente se 

realizó por precipitación de sólidos, con lo que el solvente puede arrastrar parte de los 

fenoles que estén presentes aun en la fase líquida disminuyendo así su concentración 

final en el extracto.  

Por otra parte, para A. citrodora (Cedrón) se obtuvo una concentración de fenoles de 

48.425±3.912 mg EAG/g PS. Rojas y sus colaboradores reportaron en 2022, reportó 

una concentración de 102.13 mg EAG/g PS para la misma especie, en donde se observa 

un incremento frente al valor obtenido (Rojas et al., 2022). De igual forma, Rashid,y 

sus colaboradores reportaron un contenido de 117.13 mg EAG/g PS para maceración 

con etanol puro, pero apenas 66.6 mg EAG/g PS para una maceración con agua 

(Rashid et al., 2022). La disminución drástica de la concentración de fenoles totales 

puede estar asociado al método de obtención, ya que, si bien se realizaron 
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maceraciones, en los estudios mencionados utilizan HPLC y LC-MS respectivamente 

para la purificación del extracto, a diferencia de la recuperación por evaporación 

utilizada en este estudio. 

Para el contenido de flavonoides, se utilizó el método del cloruro de aluminio, 

expresado en mg Equivalentes de Quercetina por gramo de peso seco (mgEQ/g PS). 

Para P. serotina se obtuvo un total de 30.725±1.973 mgEQ/g PS. Estos valores son 

similares a los obtenidos por El-Hawary, y sus colaboradores en 2020 para diversas 

especies pertenecientes al género Prunus sp., en donde las concentraciones varían 

entre 28.653 y 39.770 mgEQ/g PS al utilizar como solvente una solución etanol:agua 

en una relación 80:20 (El-Hawary et al., 2020). El incremento o disminución de la 

concentración de flavonoides puede variar conforme la especie, pero, además, está 

relacionada con la solubilidad y asimilación de ciertos flavonoides con el etanol 

utilizado para la maceración.  

Finalmente, los flavonoides totales de A. citrodora llegan hasta 24.181±3.142 mgEQ/g 

PS. Este valor es superior al reportado por Cheurfa & Allem en 2016 en su estudio de 

la misma especie, ya que llegan a un máximo de 6.810 mgEQ/g PS (Cheurfa & Allem, 

2016). La obtención del extracto se da mediante maceración hidroalcohólica, pero la 

relación agua:etanol es de 50:50, por lo que compuestos más afines al etanol pueden 

no recuperarse de forma adecuada. De igual forma, al implementar un mayor tiempo 

de maceración, es posible obtener mayor cantidad de flavonoides.  

3.1.1.3. Análisis de la capacidad antioxidante 

Especies vegetales producen compuestos con capacidad antioxidante de forma natural 

siendo fenoles y flavonoides los principales responsables de esta característica. Esto 

se da por su estructura química, ya que, al estar formados por anillos bencénicos, 

grupos hidroxilo se mantienen en sus extremos siendo capaces de neutralizar radicales 

libres (Y. M. Chen et al., 2014) La producción de moléculas con capacidad 

antioxidante se da debido a las condiciones adversas que posee su entorno, como 

radiación ultravioleta excesiva, lesiones e infecciones por microorganismos. En esos 
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casos se producen ROS que afectan a la fisiología vegetal debido al estrés oxidativo, 

por lo que fenoles y flavonoides combaten este tipo de afecciones (Lee et al., 2021). 

En el caso de la ingeniería de tejidos, la presencia o ausencia de ROS influye en la 

diferenciación de células en función del tejido que se busca obtener. Una producción 

excesiva de ROS da lugar a la formación de tejido adiposo, ideal para zonas más 

externas como en la piel. Además, es probable que se generen complicaciones a 

concentraciones excesivas, por la posible presencia de contaminantes biológicos 

(Orapiriyakul et al., 2020). Del mismo modo, una concentración alta de estas 

moléculas impide una proliferación adecuada de células, debido a la peroxidación 

lipídica que daña las paredes celulares, además del estrés oxidativo capaz de afectar a 

biomoléculas de interés encargadas del metabolismo celular (Dubois-Deruy et al., 

2020). 

La actividad antioxidante presente en los extractos vegetales se determinó utilizando 

el método de radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Este método 

colorimétrico se basa en la neutralización de radicales DPPH que en su forma activa 

presentan una coloración violeta intensa, y al neutralizarse, la solución se torna hacia 

una tonalidad amarilla pálida (Bibi Sadeer et al., 2020). En la Tabla 4 se presenta la 

actividad antioxidante expresada como porcentaje de inhibición del radical libre DPPH 

por parte de los extractos de P. serotina y A. citrodora calculados mediante la ecuación 

1.  

Los compuestos con actividad antioxidante presentan una naturaleza y estructura 

química variada, por lo que se expresan de forma común en Equivalentes de Trolox. 

El trolox, es un compuesto químico derivado de la vitamina E, utilizado como 

compuesto estándar debido a su actividad antioxidante reconocida y sensible frente al 

DPPH(Bibi Sadeer et al., 2020). Por otra parte, el ácido gálico uno de los compuestos 

fenólicos con mayor actividad antioxidante encontrado en plantas (Kumar et al., 2020). 

Los tres grupos hidroxilo presentes en su estructura permiten una inhibición adecuada 

de radicales libres, además de estar presente tanto en el cedrón como en el capulí. Esto 
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permite su incorporación como control positivo en el estudio para la verificación de 

los radiales libres neutralizados.  

Tabla 4. Actividad antioxidante de extractos puros 

Extracto % Inhibición del radical 

DPPH 

µmol Eq 

Trolox / L 

P. serotina 80.28±1.42 411.92±5.15 

A. citrodora 71.82±1.97 384.07±4.46 

Ácido gálico* 95.95±0.78 463.83±2.06 

* Ácido gálico utilizado como control positivo para evidenciar la reducción del radical libre DPPH. 

Elaboración propia 

La actividad inhibitoria de radicales libres presente en los extractos puros, fue de 

80.28±1.42 % para P. serotina, correspondiente a 411.92±5.15 µmol Eq de Trolox /L. 

Este es un valor inferior en comparación con los 568.45±22.47 µmol Eq de Trolox /L 

reportado por Gallardo y sus colaboradores en 2021 al evaluar la actividad antioxidante 

de la cascara del fruto del capulí mediante el radical DPPH. En el estudio mencionado 

existe una mayor concentración de antocianinas, lo que incrementa la concentración 

de compuestos equivalentes de Trolox para actividad antioxidante (Gallardo-Rivera et 

al., 2021). 

A. citrodora presentó una inhibición de radicales libres de 71.82±1.97% equivalentes 

a 384.07±4.46 µmol Eq de Trolox /L. Este valor es superior a los 290.23±11.05 µmol 

Eq de Trolox /L reportados por Gkalpinos, y sus colaboradores en 2023. Esta 

diferencia puede estar relacionada con el solvente utilizado por este autor ya que utilizó 

metanol puro para la obtención del extracto, y al no tener otro solvente como agua se 

llegan a perder ciertos compuestos más afines a este solvente. Ademas de aplicar un 

proceso acelerado por baño ultrasónico durante una hora para la obtención de 
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metabolitos, en donde debido al corto tiempo de contacto soluto/solvente se llegan a 

perder compuestos de interés como fenoles y flavonoides (Gkalpinos et al., 2023). Se 

utilizó ácido gálico como control positivo para verificar la validez del radical DPPH 

utilizado llegando hasta un 95.95±0.78%.  

Una vez cuantificada la actividad antioxidante de los extractos puros, se realizaron 

combinaciones entre sí para evaluar la mejora de esta característica, denotada en la 

Figura 4. La combinación de extractos presenta ventajas para la actividad antioxidante 

que poseen en conjunto, debido a la sinergia antioxidante. Esto consiste en que 

compuestos presentes en uno de los extractos utilizados pueden regenerar los grupos 

hidroxilo que ya han cedido sus protones hacia las ROS. Este tipo de efecto varía en 

función de las concentraciones utilizadas, así como de la naturaleza de los extractos, 

por lo que, no siempre se hará presente en combinaciones (Munguía et al., 2022).  

Con el fin de abarcar diversas concentraciones, las combinaciones se realizaron 

mediante una prueba de balotaje, en donde varían las concentraciones de ambos 

extractos puros operando durante todo el rango de concentraciones sin llegar a la 

concentración máxima, que es el extracto puro, observado en la Tabla 5. 

Tabla 5. Concentraciones de las combinaciones realizadas 

Combinación Contenido de extracto 

de P. serotina (mg/mL) 

Contenido de extracto 

de A. citrodora (mg/mL) 

A (9:1) 9 1 

B (8:2) 8 2 

C (7:3) 7 3 

D (6:4) 6 4 

E (5:5) 5 5 

F (4:6) 4 6 

G (3:7) 3 7 

H (2:8) 2 8 
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Combinación Contenido de extracto 

de P. serotina (mg/mL) 

Contenido de extracto 

de A. citrodora (mg/mL) 

I (1:9) 1 9 

Extracto puro de P. 

serotina 

10 0 

Extracto puro de A. 

citrodora 

0 10 

Concentraciones utilizadas para las combinaciones medidos en la actividad antioxidante. La 

concentración final es 10 mg/mL tanto para cada combinación como para los extractos puros. 

Elaboración propia. 

En base del análisis de la actividad antioxidante de las combinaciones planteadas en la 

Tabla 5,  se determinó que la mejor combinación fue la denotada como  C (relación 

capulí:cedrón en 7:3) con una inhibición del 82±0.2% (Figura 4), presentando una 

diferencia significativa con el resto de las combinaciones (Anexo G), seguida por la 

combinación A (relación 9:1) con 77±0.4% de inhibición y la combinación E (relación 

5:5) con 77±0.3% de inhibición debido a la baja desviación estándar que poseen estos 

valores. Estos datos fueron obtenidos tras realizar una primera prueba de normalidad, 

y al no seguir parámetros normales se realizó la prueba de Kruskal – Wallis equivalente 

a una prueba ANOVA para datos no paramétricos. Se determinó que la combinación 

C es la mejor por una prueba de comparación múltiple de Wilcoxon, al determinar los 

valores cercanos a 1(Anexo G, Tabla 17).  
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Figura 4 Inhibición de radicales libres por parte de combinaciones de extractos 

Las combinaciones se presentan en la relación Capulí:Cedrón expresada en mg/mL de cada uno de los 

extractos utilizado en cada tratamiento. El ácido gálico fue utilizado como control positivo y se 

mantienen los valores de los extractos puros para evidenciar la variación al combinarlos. Elaboración 

propia. La concentración final de cada tratamiento, incluidos los extractos puros y el control positivo 

fue de 10 mg/mL. 

La obtención de extractos permite recuperar en gran medida compuestos como fenoles 

y flavonoides, para el aprovechamiento de su actividad antioxidante frente a radicales 

libres. Los extractos de P. serotina y A. citrodora poseen dicha actividad, y al 

combinar sus extractos en una relación de 7:3 respectivamente esta se incrementa 

debido a la sinergia antioxidante, obteniendo una actividad antioxidante mayor a la de 

los extractos puros. Este resultado permite su incorporación en el proceso de 

elaboración de ABs, con el fin de combatir las ROS causantes de la CI.  
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3.1.2.  Construcción de andamios biológicos con extractos de P. serotina y A. 

citrodora para la comparación de su actividad antioxidante con extractos puros. 

3.1.2.1. Elaboración de ABs 

El proceso de elaboración de ABs es un factor clave para su posible futura aplicación, 

ya que la estructura interna que se forma varía acorde las condiciones de fabricación y 

los biopolímeros utilizados (Kniebs et al., 2020). Tanto el colágeno como el quitosano 

proveen características adecuadas para la fabricación de ABs, por la biodegradabilidad 

y biocompatibilidad que presentan. Además, la incorporación de agarosa como agente 

reticulizante facilita el proceso de entrecruzamiento entre los biopolímeros, al formar 

paredes y estructuras más estables (Samrot et al., 2023). Debido a esto, la liofilización 

es uno de los procesos mas utilizados, ya que no interfiere con la estructura formada 

por los biopolímeros y permite la obtención de las llamadas esponjas por sus 

características morfológicas (Agarwal et al., 2021). 

Las concentraciones de biopolímeros se adicionaron según lo señalado en la Tabla 6, 

ya que permiten una fácil manipulación de los ABs. Se prepararon soluciones con un 

volumen final de 30 mL para su vertido en cajas Petri de 10 cm hasta la solidificación 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizó un tratamiento de ultracongelación 

durante 24h previo a la liofilización de 24h. 

Tabla 6. Concentraciones de biopolímeros para la elaboración de andamios 

Biopolímero Concentracion (%) 

Colágeno 1 

Quitosano 1 

Agarosa 0.5 

 

La formación del AB control y el AB con extracto se realiza con las mismas 

concentraciones de biopolímeros. La incorporación del extracto se realizó al finalizar 
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la homogenización de los biopolímeros, ya que se realiza esto en altas temperaturas 

por lo que los compuestos bioactivos podrían degradarse.  

3.1.2.2. Actividad antioxidante en andamios biológicos 

Las ROS son cruciales para la IT, ya que una sobreproducción da lugar a la presencia 

de lípidos o tejidos relacionados, lo que perjudica a una producción exitosa de tejidos 

u órganos (Lee et al., 2021). Debido a esto es necesario involucrar compuestos como 

actividad antioxidante obtenidos de extractos vegetales(Agarwal et al., 2021) .  

Una forma rápida de comprobar si los andamios biológicos poseen esta actividad es 

mediante el uso de espectroscopía infrarroja por la transformada de Fourier (FT-IR). 

La FT-IR es una técnica en donde se identifican grupos funcionales específicos, al 

generar un espectro según la interacción que estos tengan con el haz de luz infrarroja 

que emite el equipo (Pharmawati & Putu, 2020). En la presente investigación se utilizó 

esta técnica ya que por medio de ella es posible determinar la presencia de compuestos 

bioactivos como fenoles y flavonoides por los grupos bencénicos e hidroxilo que 

poseen (Telichowska, Kobus-cisowska, et al., 2020).  

Compuestos como fenoles y flavonoides presentan diversos grupos hidroxilo en su 

composición química, con esto son capaces de liberar este protón para inhibir los 

radicales libres en forma de ROS. Por lo que mediante FT-IR es posible detectar la 

presencia de estos grupos en la muestra (Pharmawati & Putu, 2020). La presencia de 

actividad antioxidante en estos andamios permite que sean una alternativa al 

tratamiento de la CI, ya que permitiría reducir el estrés oxidativo generado por las 

ROS, además de prevenir la peroxidación lipídica, y no interferir con el factor nuclear 

kappa-beta (NF -κβ) responsable de la respuesta inflamatoria. (Tyagi et al., 2021). 
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Figura 5 Espectro infrarrojo de andamios biológicos y extracto incorporado 

A) Espectro infrarrojo del extracto combinado de Capulí y Cedrón en relación 7:3. Se denotan 2 picos 

principales a 3333.02 y 1633.36 cm-1 B Espectro del AB control. C) Espectro obtenido del AB con 

extracto añadido.  Presentan más grupos funcionales de interés relacionados con la estructura de los 

polímeros utilizados y similares a los obtenidos en el extracto añadido. D) comparación del AB control 

(negro) con el AB con extracto (rojo). Se observan picos de grupos funcionales en el AB con extracto, 

sin estar presentes en el AB control. Elaboración propia.  

La presencia de flavonoides viene denotada por las frecuencias a las cuales vibran al 

realizar en análisis de FT-IR. Los principales valores se destacan en frecuencias 

cercanas a 1630 y 1370 cm-1 como se denota en el espectro de la combinación de 

extractos utilizada, demostrada en la Figura 5A. Al analizar el espectro de la figura 

5A, el pico presentado en 1633.36 cm-1 destaca la presencia de flavonoides y 

aminoácidos presentes (Kumar et al., 2020). En las Figuras 5A y 5C (espectro del AB 

con extracto incorporado)se denota un pico pronunciado a los 3300 cm-1. Este grupo 

pertenece a grupos hidroxilo y aminas, siendo los principales responsables de la 
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actividad antioxidante debido a la deprotonación y posterior neutralización de 

radicales libres (Telichowska, Kobus-cisowska, et al., 2020).  

En el espectro comparativo entre el AB control y el AB con extracto (Figura 5D) se 

observa un pico a los 1633.66 cm-1 perteneciente al AB que posee el extracto (corrida 

roja) el cual no está presente en el AB control (corrida negra). Este pico demuestra la 

presencia de grupos aromáticos pertenecientes a fenoles y flavonoides por una 

vibración de flexión simétrica (Patle et al., 2020). El pico existente en 1520 cm-1 

corresponde a los flavonoides y otros grupos aromáticos presentes. También se 

denotan en vibraciones cercanas a 1630 cm-1 en donde reaccionan flavonoides y 

aminoácidos (Aquino et al., 2021).  

En base a los resultados obtenidos se demuestra que luego del proceso de fabricación 

los andamios que contienen el extracto mantienen los compuestos antioxidantes 

determinados en los extractos puros. Esto permitiría que los compuestos fenólicos sean 

administrados de dorma controlada en el medio cuando se incorporen células, lo que 

permitiría que el entorno del crecimiento no se vea invadido de ROS (Oppedisano et 

al., 2020). Del mismo modo, su incorporación en ABs a diferencia de una aplicación 

directa permite eliminar factores como citotoxicidad en concentraciones elevadas, la 

asimilación acelerada de estos compuestos por el tejido circundante, o daño celular 

debido a la degradación de la membrana plasmática u otros orgánulos celulares 

(Agarwal et al., 2021).  

3.1.2.3 Inhibición de radicales libres por andamios biológicos 

Una vez determinada la presencia de compuestos con actividad antioxidante en los 

ABS, se evaluó el nivel de inhibición de radicales libres mediante el ensayo del radical 

DPPH. Dada la naturaleza y estructura de los ABs, fue necesaria una incubación previa 

en la solución metanol:agua en una relación 80:20 con el fin de hidratar los ABs. Esto 

permite que las muestras no absorban la solución que contiene el radical, y se genere 

un sobrenadante el cual permite medir el porcentaje de inhibición. Los resultados de 

este ensayo se muestran en la Figura 6.  
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Figura 6 Inhibición de radicales libres por parte de ABs 

Se utilizó el extracto obtenido con mayor actividad antioxidante para su incorporación en el AB 

(Extracto combinado). El AB control presenta una inhibición de radicales DPPH de 44.85±3.53% , 

mientras que el AB con extracto presentó una inhibición de 70.17±1.31%. Elaboración propia.  

Como se muestra en la Figura 6, el andamio control presenta una inhibición del 

44.85±3.53% de radicales libres presentes. Este es un porcentaje relativamente bajo, 

pero se da por la estructura química que presenta el quitosano con el que está formado, 

al tener grupos hidroxilo unidos a su estructura pero que no son capaces de ceder el 

átomo de hidrógeno presente. Este es un porcentaje inferior al reportado por Hao y sus 

colaboradores en 2021 en donde se reportaron valores de inhibición de radicales libres 

de hasta el 58.5%; sin embargo, este ensayo fue realizado para soluciones puras de 

quitosano y no para ABs de quitosano (Hao et al., 2021).  

La actividad antioxidante del AB que posee el extracto es mayor en comparación con 

el AB control, en donde su inhibición llega hasta 70.17±1.31% (Figura 6). Sin 

embargo, no llega a tener el mismo valor de inhibición que el extracto puro (82±0.2%). 

Conforme lo reportado por Lee y sus colaboradores en 2021, es posible que esta 

disminución se deba por la concentración de extracto utilizada en la elaboración del 
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AB, la cual llega a 100 µg/mL para evitar posibles daños por toxicidad, pero se logra 

mantener la actividad antioxidante en concentraciones adecuadas (Lee et al., 2021; 

Sthijns et al., 2018) 

La incorporación de extractos vegetales permite incrementar la actividad antioxidante 

en los ABs, siendo favorable como un posible tratamiento frente a la CI. Adicional a 

la actividad antioxidante también es necesario determinar cómo la adición de la 

combinación de extractos influye en las características físicas y morfológicas de los 

ABs 

3.1.3. Determinación de la influencia de la adición de extractos de P. serotina y A. 

citrodora en las características morfológicas y físicas de los andamios elaborados 

3.1.3.1. Pruebas mecánicas realizadas en ABs 

Ademas de la actividad antioxidante, los ABs deben imitar las características físicas 

que posee el tejido que se planea desarrollar. Estas se enfocan en imitar la estructura 

original, además de ser compatible con la fisiología y anatomía correspondiente 

(Gieroba et al., 2021). Dentro de las tres principales características físicas que se 

estudian en la elaboración de los ABs se encuentran la resistencia a la tracción, el 

alargamiento a la rotura y la rotura al desplazamiento. Estos parametros son 

indicadores del movimiento que es capaz de soportar el andamio con el fin de evaluar 

su estabilidad estructural y durabilidad (Mihai et al., 2019)  

La resistencia a la tracción, permite conocer cuál es la fuerza necesaria para que el 

andamio sufra una deformación permanente, destacando valores altos para andamios 

con mayor resistencia y fuerza. ABs con valores altos son óptimos para su aplicación 

en el desarrollo de tejidos con durezas altas, como la regeneración ósea o cartilaginosa 

(Suamte et al., 2023). Esto conlleva al desarrollo de estructuras con menor resistencia 

para su aplicación en la CI, debido a los movimientos cardiacos y dilatación arterial. 

Para el AB con extracto se obtuvo 0.2216±0.0439 MPa, un incremento significativo 

frente a los 0.1385±0.0940 MPa, resistencia que presentó el AB control (Tabla 7).  
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Han sido reportados valores de resistencia a la tracción para andamios biológicos 

cercanos a 0.90 Mpa, pertenecientes únicamente a estructuras elaboradas con colágeno 

en una concentración de 4mg/mL (Perumal et al., 2018). Si bien es un incremento 

considerable en comparación con los valores obtenidos, la combinación de 

biopolímeros y el método de elaboración reducen su resistencia a la tracción, debido 

principalmente a la estructura interna formada y la interacción entre materiales, por los 

puentes de hidrogeno formados por la estructura química del quitosano. 

El alargamiento a la rotura permite conocer cuál es la capacidad del material para sufrir 

deformaciones por estiramiento antes de generar fallos estructurales, lo cual es un 

índice de flexibilidad de este (Ramanathan et al., 2017). Dentro de la IT, el manejo 

adecuado de este valor es una pieza clave, en función del tipo de tejido que se quiere 

desarrollar. Específicamente para la CI, son necesarios ABs que presenten una mayor 

flexibilidad para soportar el estrés de los movimientos cardiacos continuos.  

 Los valores obtenidos llegan hasta un 3.7% máximo, para el andamio control, y hasta 

un 3.005% para el andamio que contiene le extracto (Tabla 7). Si bien no es un cambio 

realmente significativo (Anexo G), esta reducción puede deberse principalmente al 

engrosamiento de paredes formadas por biopolímeros, en donde por liofilización 

llegan a un estado de “sobresecado” reduciendo la flexibilidad del andamio biológico 

(Silvestro et al., 2021) Del mismo modo, no permiten que las paredes internas 

formadas se entrecrucen de forma adecuada. 

Por otra parte, la rotura de desplazamiento se define como la deformación máxima 

sufrida previo a una rotura estructural del andamio biológico. Es un factor clave para 

tener en cuenta cuanto el tejido que se está desarrollando es constantemente sometido 

a tensiones continuas como puede ser el caso de la piel (Shehada et al., 2023). La 

adición de extractos no interfiere con la rotura al desplazamiento presentada por los 

ABs, teniendo 1.1602±0.1931 mm y 1.1466±0.3081 mm para los AB control y con 

extracto respectivamente (Tabla 7). Para el desarrollo de tejido endotelial aplicado 

para CI, los ABs no deben presentar una rigidez alta, ya que debido a la función que 

cumple, estructuras rígidas interferirían con las funciones normales del tejido.  
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Cuando se obtienen valores inferiores a 1.00 la estructura puede sufrir de fracturas 

prematuras, además de impedir un correcto desarrollo celular y tisular, ya que es 

susceptible a las condiciones del entorno (Liao et al., 2023) Por otra parte, en valores 

altos el AB posee una menor resistencia mecánica pero más flexibilidad, lo cual 

aplicado a estructuras en constante movimiento resulta perjudicial para el tejido, al ser 

más susceptible a una pérdida de adhesión por falta del soporte aplicado.  

Tabla 7. Propiedades mecánicas de los ABs 

Tipo de 

andamio 

Resistencia a la tracción 

(MPa) 

Alargamiento a la 

rotura (%) 

Rotura de 

desplazamiento 

(mm) 

Andamio 

control 
0.1385±0.0940a 3.0003±0.1303c 1.1602±0.1931d 

Andamio 

con 

extracto 

0.2216±0.0439b 2.8104±0.7548c 1.1466±0.3081d 

Nota: Elaboración propia. Se presentan los valores promedio obtenido para cada una 

de las pruebas realizadas. Análisis estadístico elaborado por individual en cada 

prueba en donde se muestran diferencias significativas solo para la Resistencia a la 

tracción.  

Las pruebas mecánicas constituyen un punto clave de análisis para la viabilidad de los 

ABs previo a ensayos con células, en donde es posible observar en primera instancia 

cual será el comportamiento de estos en una posible aplicación futura (Shehada et al., 

2023). Para el caso de la CI, andamios con una distancia a la rotura muy corta 

impedirán el funcionamiento correcto del tejido, al igual con un porcentaje bajo de 

alargamiento a la rotura. Por otra parte, la adición de extractos vegetales ha permitido 

un incremento en la resistencia a la tracción, posiblemente causado por la interacción 
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entre los biopolímeros y los componentes de estos extractos por reacciones directas o 

interacciones como puentes de hidrogeno.  

3.1.3.2. Tasa de transmisión de vapor de agua y Permeabilidad al vapor de agua 

en Abs 

La tasa de transmisión de vapor de agua (WVTR) permite cuantificar cuanto vapor de 

agua pasa por la superficie de un material en un intervalo de tiempo determinado. Para 

esto es necesario tener en cuenta las condiciones de temperatura y humedad a la que 

es sometido el AB. Este valor debe ser adecuado con el fin de brindar un ambiente 

óptimo para el cultivo celular, ya que está relacionado con el intercambio gaseoso 

celular y la movilización de metabolitos para las células presentes en el cultivo de 

tejidos. 

 

Figura 7 Tasa de transmisión de vapor de agua en ABs 

La tasa de transmisión de vapor de agua para el AB control obtenida es de 190.891 ± 25.951 g*dia-

1*m-2, mientras que para el AB con extracto es de 205.478 ± 21.880 g*dia-1*m-2 Elaboración propia  
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Para el andamio control se tuvo una  WVTR promedio de 190.891 ± 25.951 g*dia-

1*m-2, mientras que el andamio que posee el extracto tiene 205.478 ± 21.880 g*dia-

1*m-2. Si bien existe una diferencia, esta no es significativa entre los andamios 

formados (Anexo G)(Sukriti et al., 2014). Esta tasa de transmisión se debe a la 

estructura química del quitosano, ya que es capaz de retener agua por su naturaleza 

hidrofílica, en donde estudios realizados por Cazón y sus colaboradores en 2022 han 

reportado valores de hasta 250 g*dia-1*m-2. Si bien el colágeno posee una naturaleza 

similar, las estructuras internas que forma no dan paso a una retención tan elevada de 

agua, con valores superiores, siendo más aptos para su aplicación en IT (Cazón et al., 

2022). 

Por otra parte, la permeabilidad al vapor de agua (WVR) indica como se transmite el 

vapor de agua a través de la estructura interna del AB. Es por esto por lo que implica 

el uso de la WVTR en conjunto con el espesor del material y las condiciones de presión 

y humedad a las que se realizó el ensayo. Valores más altos implican una movilidad 

mayor, que en el campo de la IT corresponde al transporte de nutrientes, desechos, 

excusados y gases producidos por las células (Khodabandeh et al., 2022).  

 

Figura 8 Permeabilidad al vapor de agua para ABs 
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Se presentan los valores obtenidos para la WVR en los andamios elaborados con su desviación estándar 

el AB control presenta una permeabilidad de 1.795±0.244 g*mm*h-1*Pa-1*m-2*10-3 y el AB con 

extracto 3.238±0.518 g*mm*h-1*Pa-1*m-2*10-3. Elaboración propia. 

En el andamio control se obtuvo una WVR de 1.795±0.244 g*mm*h-1*Pa-1*m-2*10-3, 

a diferencia del andamio al cual se incorporó el extracto con un valor de 3.238±0.518 

g*mm*h-1*Pa-1*m-2*10-3. Aquí se presenta una diferencia significativa entre los dos 

valores (Anexo G), influenciado por la adición del extracto, ya que los compuestos 

presentes, principalmente fenoles, influyen en la conformación de paredes internas al 

formar puentes de hidrogeno con el quitosano presente en la estructura (Martínez et 

al., 2015; Zou et al., 2018). Esto conlleva a paredes internas con mayor separación, lo 

cual facilita la movilidad del vapor de agua a través de la estructura interna del AB. 

En el andamio control, las estructuras internas tienen una menor separación, al no tener 

compuestos adicionales, las moléculas de quitosano forman puentes de hidrogeno 

entre sí, lo cual disminuye la distancia entre paredes internas.  

3.1.3.3. Evaluación morfológica de los ABs 

El tamaño y disposición de los poros presentes en los AB es un punto clave para una 

aplicación adecuada en la IT, ya que con esto se garantiza tanto la viabilidad celular 

dentro del andamio al permitir el alojamiento y proliferación de las células, como el 

paso de nutrientes, gases y el transporte de desechos. Esto está íntimamente 

relacionado con parámetros como la permeabilidad y las características mecánicas que 

presentan estos ABs. 

La Figura 9 presenta la superficie de los andamios formados El andamio control se 

muestra en las Figuras 9 A, B y C. La superficie de este AB presenta estructuras 

ordenadas pero irregulares con formas rugosas. Por otra parte, el AB con extracto 

incorporado tiene una superficie más desordenada e irregular con poros de mayor 

tamaño, corroborando lo obtenido en el ensayo de permeabilidad al vapor de agua.  
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Figura 9 Imágenes de la superficie de los ABs 

 Observaciones morfológicas de la superficie de los ABs mediante SEM. AB control (A,B,C) y AB con 

extracto incorporado (D,E,F) a MAG de 140x (Figuras A y D), 553x  (Figuras B y E) y 1.33kx (Figuras 

C y E). Elaboración propia. 

Las Figuras 10 A, B y C corresponden al corte transversal del AB control, en donde 

es evidenciable la alta porosidad que presenta como en su superficie. En la figura 10B 

es posible determinar los tamaños de poro presentes al estar dispuestos de forma más 

ordenada que el andamio con extracto (Figura 10E), con un tamaño promedio de poro 

de 54.92µm, pero con valores que oscilan entre 40 y 135µm. En cuanto al AB con 

extracto, la figura 10E permitió medir el tamaño del poro, con valores de entre 47 y 

220µm y un promedio de 83.52 µm. En base a esto, la adición de extractos vegetales 

si influye en morfología y porosidad de los ABs. 
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Figura 10 Evaluación morfológica de los ABs 

Observaciones morfológicas y medición de poros presentes en los ABs mediante SEM. AB control 

(A,B,C) y AB con extracto incorporado (D,E,F) a MAG de 138x (Figuras A y D), 555x (Figuras B y E) 

y 1.38kx (Figuras F y E). Elaboración propia. 

El control del tamaño de poro es fundamental para la aplicación de un AB en la 

ingeniería de tejidos, por lo que es fundamental considerar tanto una macroestructura, 

como la formada en la superficie con poros de mayor tamaño, como la estructura 

interna con poros de menor tamaño y mayor superficie de soporte (Khodabandeh et 

al., 2022; Kirillova et al., 2021). Células endoteliales llegan a un promedio de longitud 

de 25 µm, por lo que es necesario poros de mayor tamaño entre 80 y 180 µm, para 

facilitar el ingreso y alojamiento celular. Además, debido a la densidad celular que 

produce este tipo de tejidos y la morfología plana de la célula es recomendable una 

superficie lisa para el desarrollo tisular (Collins et al., 2021).  

La adición de extractos vegetales en la fabricación de ABs influye de forma directa en 

sus características físicas y morfológicas, como en el incremento de la resistencia a la 

tracción, lo que da lugar a ABs con una resistencia adecuada a los movimientos 
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naturales del tejido, la mejora de la permeabilidad permitiendo un mejor intercambio 

de nutrientes y expulsión de desechos y la morfología, en donde se tienen poros más 

grandes pero menos ordenados. 
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

• Se obtuvieron los extractos vegetales mediante maceración hidroalcohólica. El 

rendimiento fue de 11.34% y 12.32% para el cedrón y capulí respectivamente. 

Estos extractos presentan concentraciones relevantes de fenoles y flavonoides, 

principales responsables de la actividad antioxidante. Los extractos puros fueron 

capaces de inhibir radicales libres hasta un 80.28% para el capulí y 71.82% para 

el cedrón. La combinación de estos extractos en una proporción de 7:3 para 

capulí:cedrón presenta un efecto sinérgico incrementando la actividad 

antioxidante presente llegando hasta un 82%.  

 

• Se elaboraron ABs de dos tipos mediante liofilización, AB control que contiene 

solo biopolímeros, y AB con biopolímeros y extracto en la relación 7:3. Se 

incorporó la mejor combinación de extractos en el proceso y se demostró que se 

mantien a presencia de compuestos antioxidantes en el andamio. Esta 

incorporación permite que el AB con extracto sea capaz de inhibir el 70.17% de 

radicales libres. Sin embargo, no se mantiene el 82% de inhibición de la 

combinación de extracto puro (7:3) utilizado, debido a la concentración final del 

extracto en el AB.  

 

• La incorporación del extracto influyó de forma directa en las características 

físicas y morfológicas de los ABs. Los ABs con extracto poseen una morfología 

más irregular, con poros más grandes (83.52 µm) y menos ordenados frente a los 

AB control (54.92µm). Esto viene relacionado directamente con la 

permeabilidad, al tener poros más grandes facilita el paso del vapor de agua por 

la estructura. De igual forma, la resistencia a la tracción es señal de paredes más 

gruesas, con estructuras más separadas que permiten una resistencia mayor. Estos 

dos últimos parámetros tambien fueron superiores en el andamio con extracto 

(0.2216±0.0439 MPa), comparado con el andamio control (0.1385±0.0940 MPa). 
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• Finalmente, se ha demostrado que la incorporación de extractos de origen vegetal 

de P. serotina y A. citrodora en ABs permiten reducir la presencia de radicales 

libres, que en altas concentraciones podrían ser perjudiciales para la CI, al causar 

estrés oxidativo, la peroxidación lipídica o degradación de membranas celulares. 

Adicionalmente, se demostró que la adición de extractos influye en las 

características físicas y morfológica de los andamios. Esto demuestra que el AB 

con extracto tiene potencial de ser aplicado en la IT para el desarrollo de tejido 

endotelial y combatir la CI.  

4.2. Recomendaciones  

• En el proceso de extracción, es recomendable tener en cuenta la naturaleza de los 

compuestos bioactivos, para utilizar un solvente con polaridad adecuada y tener 

mejores rendimientos. Asimismo, para la obtención del extracto, es necesario 

concer las condiciones adecuadas de trabajo, principalmente la temperatura ya 

que ciertos fenoles y flavonoides pueden degradarse infiriendo en los valores 

totales.  

 

• Tomar en consideración el estadio de la planta, debido a las estaciones de 

producción del capulí. Así también, la zona de obtención del cedrón ya que en 

zonas cálidas es capaz de producir metabolitos como fenoles y flavonoides en 

mayor nivel. 

 

• Se recomienda mantener las mismas condiciones para el proceso de liofilización, 

como tiempo de ultracongelación previa, carga introducida en el equipo de 

liofilización, tiempo de trabajo del equipo y papel filtro utilizado, ya que se podría 

llegar a condiciones de sobresecado, o de forma contraria, mantener humedad en 

el AB.  

 

• Evaluar los AB con ensayos de viabilidad celular para determinar si la 

incorporación de extracto interfiere con el crecimiento celular. 

.  
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ANEXOS 

Anexo A. Permiso de recolección de material vegetal sin fines de lucro. 
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Anexo B. Extracción de compuestos bioactivos 

 

Figura 11 Proceso de extracción de compuestos bioactivos 

A. Maceración en etanol al 70%. B filtración de la matriz vegetal. C. recuperación de solventes. 

Elaboración propia 
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Anexo C. Curvas de calibración 

 

Figura 12 Curva de calibración de Trolox para cuantificar la capacidad antioxidante  

Elaboración propia 

  

Figura 13 Curva de calibración de ácido gálico para la cuantificación de fenoles totales 

presentes 

Elaboración propia 
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Figura 14 Curva de calibración de quercetina para la cuantificación de flavonoides 

totales presentes 

Elaboración propia 
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Anexo D. Elaboración de andamios biológicos 

 

Figura 15 Elaboración de andamios biológicos. 

A) Pesaje de biopolímeros. B) Preparación de soluciones de biopolímeros C) Ultracongelación.                            

D) liofilización 
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Anexo E. Evaluación de las propiedades físicas y morfológicas de los Abs 

 

Figura 16 Evaluación de las propiedades físicas y morfológicas de los ABs 

A) Evaluación de permeabilidad. B) Evaluación de propiedades mecánicas. C) Evaluación morfológica 

mediante SEM. 
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Anexo F.  Tablas de las propiedades físicas y morfológicas 

Tabla 8. Datos obtenidos de las pruebas mecánicas realizada por la máquina 

universal 

Tipo de 

Andamio 

Replicas Esfuerzo 

máximo 

(MPa) 

Rotura al 

desplazamiento 

(mm) 

Rotura al 

esfuerzo 

(MPa) 

Deformación 

(%) 

Andamio 

control 

R1 6,8325 1,36267 0,13679 3,07114 

R2 5,485 0,978 0,14515 2,85 

R3 7,495 1,14 0,2333 3,08 

Promedio 6,6041666 1,160223333 0,1717466 3,00038 

SD 1,02426905 0,193130758 0,05347038 0,130308224 

Andamio 

con 

extracto 

R1 6,47250 0,97833 0,2404 2,5117 

R2 6,8075 0,95933 0,17141 2,2572 

R3 8,6725 1,50233 0,25306 3,67319 

Promedio 7,31750 1,14666 0,22162 2,81403 

SD 1,1853586 0,308162836 0,04394432 0,754857266 

 

Tabla 9. Datos obtenidos del ensayo de permeabilidad al vapor de agua 

 Tipo De andamio 

Andamio control (g) Andamio con extracto (g) 

Tiempo 

(h) 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

0 21,1164 21,177 21,1138 21.1228 21.1507 21.1902 

1 21,1315 21,1985 21,1306 21.1401 21.1685 21.2088 

2 21.1341 21.2017 21.1326 21.1439 21.1725 21.2118 

3 21.1396 21.207 21.138 21.1531 21.174 21.2159 
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4 21.1448 21.2123 21.144 21.159 21.1779 21.2228 

5 21.1474 21.2151 21.1479 21.1636 21.1809 21.227 

6 21.1527 21.2225 21.1533 21.170 21.1877 21.235 

7 21.1577 21.23 21.1596 21.1797 21.1906 21.1401 

8 21.1608 21.235 21.1632 21.1853 21.1959 21.2459 

WVTR 6.9792 6.1170 7.765 9.8243 7.1049 8.7554 

Promedio 7.9538 8.5616 

SD 1.081 1.37 

WVTR 

24h 

190.8916 205.4788 

SD 25.9512 32.8805 

WVP 1.578 2.0572 1.7522 3.7154 2.687 3.3112 

Promedio 1.795 3.238 

SD 0.244 0.518 
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Anexo G. Pruebas estadísticas realizadas 

 

Tabla 10. Tabla ANOVA y prueba de rangos múltiples para la resistencia a la 

tracción 

 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 4,45051 1 4,45051 8,39 0,0443 

Intra grupos 2,12229 4 0,530572   

Total (Corr.) 6,5728 5    

  

Prueba de rangos múltiples 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Tipo de Andamio Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio Control 3 5,89127 X 

Andamio con Extracto 3 7,61377     X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Andamio Control - Andamio con Extracto  * -1,7225 1,65127 
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* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla 11. Tabla ANOVA y prueba de rangos múltiples para el alargamiento a la 

rotura 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,00027581 1 0,00027581 0,00 0,9516 

Intra grupos 0,264528 4 0,0661319   

Total (Corr.) 0,264803 5    

 

 

 

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Tipo de Andamio Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio con extracto 3 1,14666 X 

Andamio control 3 1,16022 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
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Andamio con extracto - Andamio control  -0,01356 0,582976 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla 12. Tabla ANOVA y prueba de rangos múltiples parala distancia a la 

rotura 

 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,00373152 1 0,00373152 1,56 0,2800 

Intra grupos 0,00958037 4 0,00239509   

Total (Corr.) 0,0133119 5    

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Tipo de Andamio Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio control 3 0,171747 X 

Andamio con Extracto 3 0,221623 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
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Andamio con Extracto - Andamio control  0,0498767 0,110945 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla 13. Tabla ANOVA y prueba de rangos múltiples para la tasa de 

transmisión de vapor de agua  

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 319,181 1 319,181 0,36 0,5789 

Intra grupos 3509,19 4 877,298   

Total (Corr.) 3828,37 5    

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio control 3 190,892 X 

Andamio con extracto 3 205,479 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Andamio con extracto - Andamio control  14,5872 67,1457 
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* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla 14. Tabla ANOVA y comparación de rangos múltiples para la WVP 

 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,00000312388 1 0,00000312388 19,05 0,0120 

Intra grupos 6,55989E-7 4 1,63997E-7   

Total (Corr.) 0,00000377987 5    

 

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Tipo de Andamio Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio control 3 0,00179481 X 

Andamio con Extracto 3 0,00323793    X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Andamio con Extracto - Andamio control  * 0,00144312 0,000918043 



 

 
81 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla 15. Tabla ANOVA y comparación de rangos múltiples para la actividad 

antioxidante de ABs 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 1923,01 1 1923,01 269,86 0,0000 

Intra grupos 71,2598 10 7,12598   

Total (Corr.) 1994,27 11    

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

Tipo de andamio Casos Media Grupos Homogéneos 

Andamio control 6 44,8502 X 

Andamio con extracto 6 70,1682    X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Andamio con extracto - Andamio control  * 25,318 3,43404 

* Indica una diferencia significativa 
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Figura 17 Resultado del análisis de la prueba estadística Kruskal-Wallis 

La prueba preliminar arrojo que los valores no siguen una tendencia normal, por lo que se aplicó la 

prueba estadística Kruskal-Wallis equivalente a un ANOVA para datos normales. El p. value es inferior 

a 0.05, por lo que existen diferencias significativa entre los tratamientos evaluados 

 

Tabla 16. Prueba de comparaciones múltiples de Wilcoxon 

 A B C D E F G H I 

B 0.484 -        

C 0.743 0.264 -       

D 0.521 0.560 0.556 -      

E 0.688 0.523 0.612 0.341 -     

F 0.367 0.642 0.528 0.511  -    

G 0.591 0.543 0.594 0.489 0.687 0.321 -   

H 0.455 0.684 0.542 0.531 0.453 0.673 0.457 -  

I 0.487 0.653 0.489 0.599 0.521 0.591 0.598 0.534 - 

Nota: la prueba de comparaciones múltiples de Wilcoxon demostró que los mejores 

tratamientos son el C debido a su alto porcentaje de actividad antioxidante. Este tiene 

alta relación con el tratamiento A en relación 9:1 para capulí:cedrón y con el 

tratamiento E en relación 5:5.  
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Anexo H. Resolución UTA CONIN 
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