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RESUMEN EJECUTIVO

Las enfermedades 6seas como osteoporosis, osteomielitis y osteonecrosis representan
un reto crucial en salud puablica. En Ecuador, los tratamientos convencionales con
autoinjertos y aloinjertos enfrentan problemas de disponibilidad. Durante 2023,
Unicamente 9.98 por ciento de los tejidos donados correspondieron a tejido 6seo, y no
existen estadisticas confiables sobre tasas de rechazo en pacientes. La ingenieria de
tejidos surge como alternativa revolucionaria mediante biomateriales que estimulan la
regeneracion ésea sin requerir trasplantes. Esta investigacion evalia andamios
fabricados con policaprolactona y quitosano, combinando polimeros sintéticos y
naturales. La mezcla ofrece propiedades antibacterianas y hemocompatibles 6ptimas
para promover adhesion, crecimiento y proliferacion celular. Los ensayos in vitro
analizaran parametros fundamentales: indice de coagulacion sanguinea, niveles de
hemolisis, adhesion de eritrocitos y plaquetas, junto con capacidad antimicrobiana.
Estos estudios determinardn la biocompatibilidad de los andamios al contacto con
componentes sanguineos. Los hallazgos proporcionaran evidencia cientifica sobre su
eficacia para regeneracion 0sea, estableciendo bases para futuras investigaciones con
cultivos celulares. Este proyecto supera las limitaciones de los métodos tradicionales
al desarrollar soluciones innovadoras en medicina regenerativa. Los biomateriales
estudiados podrian convertirse en una opcion terapéutica accesible, segura y efectiva
para pacientes con patologias 6seas. Su implementacion clinica potencial mejoraria
significativamente la calidad de vida de numerosos pacientes, reduciendo la
dependencia de trasplantes y minimizando riesgos asociados. La investigacion no solo
aborda un problema critico de salud pablica, sino que también posiciona a Ecuador en
la vanguardia de desarrollos biotecnoldgicos aplicados a medicina regenerativa, con

proyeccion internacional y potencial impacto social.

Palabras clave:  Andamios  biologicos,  policaprolactona,  quitosano,
hemocompatibilidad, regeneracion 6sea.
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ABSTRACT

Bone diseases such as osteoporosis, osteomyelitis, and osteonecrosis represent a
crucial public health challenge. In Ecuador, conventional treatments with autografts
and allografts face availability issues. In 2023, only 9.98 percent of donated tissue was
bone, and there are no reliable statistics on patient rejection rates. Tissue engineering
IS emerging as a revolutionary alternative through biomaterials that stimulate bone
regeneration without requiring transplants. This research evaluates scaffolds made
with polycaprolactone and chitosan, combining synthetic and natural polymers. The
mixture offers optimal antibacterial and hemocompatible properties to promote cell
adhesion, growth, and proliferation. In vitro tests will analyze key parameters: blood
coagulation index, hemolysis levels, red blood cell and platelet adhesion, along with
antimicrobial capacity. These studies will determine the biocompatibility of the
scaffolds in contact with blood components. The findings will provide scientific
evidence of their efficacy for bone regeneration, laying the groundwork for future
research using cell cultures. This project overcomes the limitations of traditional
methods by developing innovative solutions in regenerative medicine. The
biomaterials studied could become an accessible, safe, and effective therapeutic option
for patients with bone pathologies. Their potential clinical implementation would
significantly improve the quality of life of numerous patients, reducing dependence on
transplants and minimizing associated risks. The research not only addresses a critical
public health problem but also positions Ecuador at the forefront of biotechnological
developments applied to regenerative medicine, with international reach and potential

social impact.

Keywords: Biological scaffolds, polycaprolactone, chitosan, hemocompatibility,

bone regeneration.
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CAPITULO | - MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Planteamiento del problema y justificacién

Las lesiones de tejido 6seo actualmente se estan convirtiendo en uno de los problemas
de salud més frecuentes a nivel mundial. El tejido esquelético, en conjunto con el tejido
muscular desempefian un papel fundamental como estructura de soporte y proteccién
de los 6rganos internos (Grabska et al., 2020). Estas lesiones pueden ser de caracter
congénito o adquirido, entre las que destacan patologias como la osteoporosis,
caracterizada por fracturas debido a la disminucion de la masa 6sea (Long et al.,
2023); la osteomielitis, caracterizada por ser una infeccién inflamatoria progresiva que
afecta tanto a la corteza como a la méedula 6sea (Bizuneh et al., 2023); la
osteonecrosis, provocada por la muerte de osteocitos por falta de circulacion sanguinea
(Ng et al., 2023), entre otros.

En Ecuador, los métodos convencionales de reparacion de tejido 6seo se enfocan en
autoinjertos y aloinjertos (Velasco et al., 2023). Segun las estadisticas del Instituto
Nacional de Donacion y Trasplante Organos, Tejidos y Células (INDOT), en 2023
hubo alrededor de 267 donantes, de los cuales se obtuvieron 561 tejidos, de ellos el
9.98% fue de tejido 6seo (INDOT, 2023). No obstante, estos métodos convencionales
presentan limitaciones en términos de resistencia, rigidez, integracion, adaptabilidad a
fuerza de cargas, rechazo inmunoldgico, entre otros (Tabrizian et al., 2024). La
ingenieria de tejidos (IT) emerge como una alternativa de regeneracion, ya que el
desarrollo de sustitutos de soporte con biopolimeros naturales y sintéticos pretenden
imitar la matriz extracelular (ECM) para la proliferacion celular y regeneracién del
tejido. Esta alternativa, no solo reduce la utilizacion de trasplantes, sino que genera un
entorno mecanico apropiado para adhesion, proliferacion, diferenciacion y
metabolismo celular (Ma et al., 2020). El quitosano (QS) es un biopolimero natural
con caracteristicas hemocompatibles y antibacterianas, mientras que la
policaprolactona (PCL), biopolimero sintético, destaca por su flexibilidad,

biocompatibilidad y una tasa de degradacién controlada. EI QS y la PCL en conjunto
1



poseen propiedades complementarias que los hacen adecuados para la medicina
regenerativa. No obstante, es esencial confirmar su viabilidad mediante ensayos
biologicos que aseguren la biocompatibilidad, biodegradabilidad, esterilidad y

proliferacion celular.

En base a estos antecedentes, el presente estudio pretende evaluar las propiedades
bioldgicas de andamios elaborados con QS y PCL mediante ensayos in vitro de
hemocompatibilidad. En este sentido, se evaluardn parametros clave, dentro de los
cuales se incluyen la capacidad de coagulacién, el grado de hemolisis, la adhesién
eritrocitaria y plaquetaria, asi como la actividad antimicrobiana. Los resultados
obtenidos proporcionaran informacion fundamental para determinar la viabilidad de
estos biomateriales en aplicaciones de ingenieria de tejidos, particularmente en futuros

ensayos de cultivo celular.

1.1.2. Estructuray composicion de tejido 6seo

El tejido dseo es una especializacion del tejido conectivo que posee células y una
matriz extracelular, caracterizada por estar mineralizada o calcificada. Se trata de un
tejido crucial no solo como soporte muscular y esquelético, sino también por sus
diversas funciones fisioldgicas, como la produccién de sangre, el almacenamiento de
minerales, la regulacion del pH y la preservacion de células progenitoras (Kargozar
etal., 2019).

Estructuralmente, se distingue por la presencia de tejido laminar (cortical) y tejido
esponjoso (trabecular). El tejido laminar es una matriz sélida de alta densidad y
resistencia, con una microarquitectura definida por osteonas (canales de Havers),
canales de Volkmann, lagunas y canaliculos. Esta estructura confiere una porosidad
aproximada del 10%, lo que le permite proteger al cuerpo contra impactos (Khalaf et
al., 2022). Por su parte, el tejido esponjoso presenta una red trabecular de baja
densidad, compuesta por placas delgadas interconectadas con espacios
intertrabeculares, lo que genera una porosidad significativamente mayor (50% —
90%) (Rezwan et al., 2006).



Ambos tipos de tejido son fundamentales en el disefio de biomateriales, ya que
combinan propiedades de resistencia y adaptabilidad. EIl hueso cortical, con su alta
densidad, actua como barrera para el crecimiento de vasos sanguineos y la
remodelacion tisular, preservando la integridad estructural. En cambio, el hueso
esponjoso, gracias a su porosidad, facilita una rapida vascularizacién y una

remodelacion mas agil (Le et al., 2017).

1.1.2.1. Matriz extracelular 6sea

El hueso es un material compuesto cuya matriz extracelular se caracteriza por una
organizacién compleja y jerarquica, compuesta por una combinacion de minerales,
colageno, agua, lipidos y proteinas no colagenas. La proporcién de estos componentes
varia segln el tipo y la localizacion del hueso, lo que determina sus propiedades
funcionales y mecéanicas (Morgan & Gerstenfeld, 2021). Desde el punto de vista
estructural, la matriz 6sea se divide en dos fases principales: la fase organica y la fase

inorganica.

La fase organica estd compuesta principalmente por colageno tipo I, la proteina
estructural méas abundante y relevante en el hueso. Esta molécula se organiza en forma
de triple hélice dextrogira, constituida por tres cadenas polipeptidicas, que se alinean
de forma escalonada para formar fibrillas delgadas. Estas fibrillas se agrupan
posteriormente en fibras mas grandes, generando espacios interfibrilares donde ocurre
la mineralizacion dsea (Selvaraj et al., 2024). Ademas del colageno, la fase organica
contiene glucoproteinas y proteoglicanos como osteonectina (ON), osteocalcina (OC)
y osteopontina (OP), asi como glucosaminoglucanos. Estos componentes cumplen
funciones fundamentales en la regulacion de la mineralizacion, la adhesion celular y
la modulacion de las propiedades mecanicas del tejido éseo (Alba et al., 2002).
Ademas, estd formada por tres cadenas polipeptidicas que se enrollan en una triple
hélice dextrdgira, se alinean de manera escalonada, creando fibrillas delgadas que
luego se agrupan en fibras més grandes. Entre estas fibrillas, existen espacios o poros
qgue pueden albergar proteinas no coladgenas o minerales, como los cristales de
hidroxiapatita en los huesos que es la clave para la generacion de tejido éseo (Morgan
& Gerstenfeld, 2021).



La fase inorgéanica esta compuesta principalmente por cristales de hidroxiapatita
[Ca,o(P0O4)¢(OH),], que se generan a partir de la combinacion de fosfato y carbonato
de calcio, e incorporan durante su cristalizacion iones como magnesio, fluoruro y
sulfato. Estos cristales se depositan de forma ordenada en los espacios interfibrilares
del colageno tipo I, proporcionando rigidez y resistencia a la compresion (Burr, 2019).
Esta organizacion nanocompuesta permite al hueso cumplir simultaneamente
funciones mecanicas como soporte y proteccion y funciones metabolicas como el
almacenamiento de minerales y la participacion en la homeostasis del calcio. Ademas,
esta arquitectura favorece la remodelacion continua del tejido, un proceso regulado
por la actividad celular coordinada de osteoblastos, osteoclastos y osteocitos

embebidos en la matriz mineralizada (Von Euw et al., 2019).

En términos de peso, aproximadamente el 60 % de la matriz corresponde a la fase
inorgénica, el 30 % a la fase organica, y el 10 % restante a agua. Por volumen, estas
proporciones son cercanas al 40 %, 25 % y 35 %, respectivamente (Morgan &
Gerstenfeld, 2021). Esta distribucion refleja un disefio biomecanico eficiente, donde
la fase mineral confiere rigidez y resistencia a la compresion, la fase organica
proporciona flexibilidad y tenacidad, y el agua facilita la difusion de nutrientes y la

lubricacion molecular.

1.1.2.2. Células de tejido 6seo

El metabolismo 6seo constituye un proceso dindmico finamente regulado por sefiales
ambientales de naturaleza quimica, mecanica y eléctrica. Estas sefiales modulan
directamente el microambiente 6seo, coordinando el equilibrio entre la formacion de
nuevo tejido y la reabsorcién del hueso antiguo mediante la interaccion de poblaciones
celulares especializadas. Este mecanismo de remodelacion constante resulta
fundamental para mantener la homeostasis 6sea y adaptar la estructura esquelética a
las demandas fisioldgicas del organismo. Existe tres tipos celulares principales que
regulan este proceso: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Kenkre & Bassett,
2018).



Los osteoblastos son células especializadas derivadas de progenitores mesenquimales,
cuya funcién principal es la sintesis y secrecion de la matriz organica del hueso,
denominada osteoide. Esta matriz constituye el andamiaje inicial sobre el cual ocurre
la mineralizacion del tejido 6seo, proceso en el que se depositan sales de calcio y
fosforo que se transforman en cristales de hidroxiapatita, confiriendo rigidez y
resistencia al hueso (Isojima & Sims, 2021). Debido a su alta actividad biosintética,
los osteoblastos expresan marcadores especificos como la fosfatasa alcalina y la

osteocalcina, cuyos niveles en sangre se (Mizoguchi & Ono, 2021).

La diferenciacién de los osteoblastos esta finamente regulada por mecanismos
genéticos y moleculares. Entre los principales factores de transcripcion involucrados
se encuentran RUNX2 y OSX, esenciales para la progresion del linaje osteogénico.
Asimismo, rutas de sefializacion como la mediada por proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP) y la via Wnt desempefian un papel clave en la regulacion de la maduracion
osteoblastica (Mizoguchi & Ono, 2021). Una vez completada su funcién de formacion
de matriz 6sea, los osteoblastos pueden seguir tres destinos celulares distintos:
diferenciarse en osteocitos al quedar completamente incorporados en la matriz
mineralizada; transformarse en células de recubrimiento déseo que regulan el
intercambio idnico en la superficie del hueso; o entrar en apoptosis como mecanismo

de recambio celular (Mizoguchi & Ono, 2021).

Por otro lado, los osteocitos son células altamente especializadas que se localizan
dentro de la matriz 6sea mineralizada, en cavidades denominadas lagunas. Desde estas
lagunas, los osteocitos extienden prolongaciones citoplasmaticas delgadas a traves de
canaliculos, formando una red interconectada que permite la comunicacion
intercelular y el intercambio de nutrientes, sefiales bioquimicas y productos de desecho
con otras células 6seas (Tresguerres et al., 2020). Esta red canalicular constituye un

sistema funcional clave para el mantenimiento del tejido déseo.

Su funcion principal es actuar como sensores mecénicos, capaces de detectar cambios
en las cargas mecanicas del hueso y traducir estas sefiales fisicas en respuestas
bioquimicas. De esta manera, los osteocitos regulan la actividad de los osteoblastos

(formadores de hueso) y osteoclastos (resorbentes de hueso), modulando
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dindmicamente el equilibrio entre formacion y resorcion 6sea (Bonewald & Johnson,
2008). Esta regulacion se lleva a cabo mediante la secrecion de moléculas clave como
la esclerostina, un potente inhibidor de la osteogénesis, y a través del sistema
RANKL/OPG, el cual controla la diferenciacion y activacion de osteoclastos
(Nijweide et al., 2002).

Por su parte, los osteoclastos son células multinucleadas responsables de la resorcion
Osea. Estas células desempefian un papel fundamental tanto en el modelado 6seo, que
da forma al esqueleto durante el crecimiento, como en el remodelado 6seo, que
mantiene la integridad del hueso en el adulto (Kenkre & Bassett, 2018). Los
osteoclastos maduros presentan estructuras especializadas como la zona de sellado y
el borde rugoso, que les permiten adherirse firmemente a la superficie del hueso,

acidificar el microambiente local y degradar la matriz 6sea mineralizada.

La diferenciacion y activacion de los osteoclastos estan reguladas por sefales
provenientes de otras células 0seas, particularmente por el ligando RANKL (Receptor
Activator of Nuclear Factor kB Ligand) y el factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF), ambos secretados por osteoblastos y osteocitos. Alteraciones en
estos mecanismos pueden conducir a enfermedades dseas metabdlicas, como la
osteoporosis, caracterizadas por un desbalance entre resorcion y formacion Osea
(Aubin & Triffitt, 2002).

1.1.3. Ingenieria de tejido dseo

La IT emergié como disciplina cientifica en la década de 1970, a partir de
investigaciones pioneras en sistemas de liberacion controlada de farmacos mediante
polimeros para modular procesos tumorales (Langer y Folkman). En los afios 80, se
establecieron modelos experimentales basados en cultivos celulares sobre matrices
artificiales, lo que permitié estudiar sistematicamente las interacciones celula-material
y los mecanismos de proliferacion tisular (Boer & Blittersmijk, 2023). Estos avances
consolidaron un marco conceptual integrador, uniendo areas de investigacion
previamente disociadas y sentando las bases de un campo inherentemente

multidisciplinario. Desde sus inicios, la IT ha estado impulsada por demandas clinicas
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no resueltas, orientando la investigacion hacia el desarrollo de biomateriales,
estrategias de biofabricacion y sistemas celulares funcionales, ya sea en

configuraciones autélogas o combinatorias (Ospina et al., 2023).

El desarrollo de la ingenieria de tejido éseo (ITO) representa la convergencia de
principios de ingenieria, ciencia de biomateriales y modulacion bioquimica para
optimizar procesos biolégicos (Martin & Martin, 2019). Este enfoque constituye un
paradigma de innovacion biomédica, donde la sinergia entre biologia, ciencia de
materiales e ingenieria aborda necesidades médicas insatisfechas. La ITO ha
establecido estrategias viables y reproducibles para la formacion 6sea, con el objetivo
de mejorar la calidad de vida en pacientes con enfermedades o defectos 6seos (Ochoa
et al., 2015). En el marco de la medicina regenerativa, la ITO busca cultivar células
en matrices tridimensionales mediante la aplicacion de factores de crecimiento,
creando condiciones 6ptimas que estimulen la regeneracion del tejido en areas
afectadas (Zenebe, 2022).

1.1.3.1. Células empleadas para ingenieria de tejidos

La regeneracion eficaz del tejido 6seo mediante estrategias de ingenieria tisular
depende de la interaccion coordinada entre células progenitoras osteogénicas, factores
bioactivos osteoinductores y matrices biocompatibles (Gou et al., 2024). Entre las
fuentes celulares mas prometedoras destacan las células madre mesenquimales (MSC,
por sus siglas en inglés), debido a su capacidad de autorrenovacién, multipotencialidad
y potencial de diferenciacion osteogénica, lo que las convierte en una herramienta

clave para la reparacion de defectos dseos (Seong et al., 2010).

Las células madre mesenquimales de la médula 6sea (BMSC, por sus siglas en inglés)
representan una poblacién heterogénea con elevada capacidad proliferativa y
de diferenciacion osteoblastica (Gao et al., 2024). Su potencial osteogénico las hace
particularmente Gtiles en la regeneracién de tejido 6seo, ya que expresan marcadores
como RUNX2, osteocalcina y fosfatasa alcalina (ALP), esenciales para la formacion

de matriz ésea mineralizada.



Por otro lado, las células madre derivadas del tejido adiposo (ADSC, por sus siglas en
ingles), aunque fenotipicamente similares a las BMSC, ofrecen ventajas préacticas
debido a su accesibilidad y alta tasa de proliferacion, independientemente de la edad
del donante (Gao et al., 2024). Estas células mantienen su capacidad
osteogénica incluso después de la implantacion, diferenciandose en osteoblastos
funcionales y contribuyendo a la reparacion Osea. Ademads, su adaptabilidad a
microambientes tisulares las convierte en una alternativa viable para aplicaciones
clinicas en defectos 6seos (Xue et al., 2022). Sin embargo, el envejecimiento afecta
su eficacia en terapia celular aut6logas en pacientes de edad avanzada (Zhou et al.,
2019). A pesar de esto, las ADSC presentan un fenotipo reproducible y consistente,
respaldado por su rendimiento celular, viabilidad, capacidad de diferenciacion

adipogénica y expresion de marcadores de superficie (Xue et al., 2022).

En comparacion con las BMSC, las ADSC destacan por su reproducibilidad, facilidad
de aislamiento, abundancia relativa, rapida expansion en cultivo, capacidad de
criopreservacion y consistencia fenotipica, lo que las posiciona como un modelo

preferencial en ingenieria de tejidos dseos (Aust et al., 2004).

1.1.3.2. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos que cumplen con su labor bioldgica al
llegar y retenerse en la matriz Gsea, actla a manera de mitdgeno ya que ayuda a
promover la proliferacion, la migracion y la diferenciacion de células al unirse a
receptores transmembrana especificos en las células (Wang et al., 2017). Estos se
clasifican enddgenos y exdgenos, segun se su origen de produccién, ya sea dentro del
propio tejido 6seo o fuera con fines terapeuticos, respectivamente. Los endogenos,
como las BMP-2/7, TGF-B, PDGF ¢ IGF, constituyen un sistema de sefalizacion
intrinseco que se activa tras una lesién, regulando secuencialmente la inflamacion,
angiogénesis y formacion de matriz dsea (Sun et al., 2023). Su produccion esta
finamente controlada por el microambiente local, destacando las BMPs por su
capacidad osteoinductiva, descubierta en estudios con matriz 6sea desmineralizada
(Amini et al., 2012).



Para casos donde la respuesta enddgena es insuficiente, se emplean factores exdgenos
recombinantes, como la rhBMP-2 y el PDGF (Unicos aprobados por la Food and Drug
Administration, FDA). La rhBMP-2 induce diferenciacion osteogénica, mientras el
PDGF estimula proliferacion celular. Sin embargo, su uso enfrenta desafios: alto costo,
necesidad de sistemas de liberacién controlada (ej. microesferas) y riesgos como
formacion Osea ectopica en dosis elevadas. Ademas, proteinas de la matriz Gsea
(osteonectina, sialoproteina, etc.) contribuyen a la regulacion celular, aunque en
concentraciones minimas (Dang et al., 2018; Oliveira et al., 2021). Dentro de la
siguiente tabla se representan las funciones de los principales factores de crecimiento

antes mencionados:

Tabla 1. Principales factores de crecimiento asociados con la regeneracion de tejido

dseo.

Factor Funcién Referencia

Modula actividades celulares como la
Factor de ) » ) » ) o
o proliferacion, migracion y diferenciacion al | Wanget al.,
crecimiento  de

) interactuar con receptores de membrana 2017)
fibroblastos (FCF)

especificos en las células.

Desempefia su funcion en el proceso de
Factor de | cicatrizacion y regeneracion de tejido. Al ser
crecimiento  de | una proteina presente en los granulos de las (Jiaetal.,
derivados de | plaquetas, se libera durante la coagulacion, 2024)

plaguetas (PDGF) | promoviendo diversas respuestas celulares que

facilitan la curacion de los tejidos.

Fundamental en la reparacion del tejido 6seo

mediante la estimulacion de la proliferacion y

Factores de | . L
o diferenciacion de osteoblastos. Promueve la )
crecimiento o ) o (Beattie et al.,
o sintesis de colageno y regula el equilibrio entre
similar a la 2018)

o formacion y resorcion 6sea. Ademas, favorece
insulina (IGF) .
la angiogenesis, asegurando un adecuado

suministro de nutrientes.




Factor de | Cumple un rol importante en el desarrollo y

crecimiento mantenimiento de tejido seo. Ademas, ayudaa | Janssens et
transformante mantener el equilibrio entre los procesos al., 2005)
Beta (TGF- 5) dinamicos de resorcion y formacion 6seas
Proteinas Participa en el proceso de osteogénesis ya que

o _ o (Lademann et
morfogénicas promueve la diferenciacion de CMM en 1. 2020)

al.,

6seas (BMPs) osteoblastos.
1.1.3.3. Andamios Bioldgicos

A partir de la IT que establece una combinacion de estrategias para el disefio y
formacion de biomateriales que facilitan el proceso de regeneracion Osea. Los
biomateriales disefiados como soportes de crecimiento celular, conocidos como
andamios bioldgicos (ABs), representan estructuras tridimensionales que imitan la
matriz extracelular del tejido éseo, favoreciendo su regeneracion (Black et al., 2015).
Su disefio depende de la aplicacion especifica: en tejidos blandos (piel, ligamentos) se
priorizan la flexibilidad y la integracion, mientras que en tejidos duros (huesos,
dientes), como es el caso de este estudio, se enfatiza la rigidez y la bioactividad (Xu
et al., 2024).

Estos ABs deben cumplir con propiedades fisicas y bioldgicas clave, como promover
la proliferacion celular, la diferenciacién tisular y optimizar las propiedades
mecanicas. Para ello, se fabrican a partir de biopolimeros naturales o sintéticos que les
confieren dureza, rugosidad y una biodegradabilidad controlada, asegurando su

funcionalidad durante el proceso de regeneracion (Zhang et al., 2017).

La efectividad de los ABs para la regeneracion del tejido 6seo depende en gran medida
de su elaboracion, utilizando biomateriales que posean caracteristicas biodegradables,
biocompatibles y una porosidad adecuada para alojar las células 6seas recién formadas.
En este sentido, los biomateriales deben exhibir propiedades que fomenten la
proliferacién celular, la diferenciacién tisular y la optimizacién de las propiedades

mecanicas. Su efectividad depende de tres factores esenciales:
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La biodegradabilidad juega un papel crucial al mantener una estabilidad equilibrada
entre el sistema bioldgico y el biomaterial, requiriendo un disefio que considere la
cinética de degradacion al ritmo natural de formacion del nuevo tejido (Tajvar et al.,
2023). Este equilibrio es crucial para la reabsorcion del material, ya que una velocidad
acelerada puede comprometer el soporte estructural, mientras que una degradacion

lenta podria desencadenar respuestas inflamatorias (Williams, 2008).

Cuando un andamio se implanta, desencadena una serie de reacciones bioldgicas que
incluyen la adsorcion de proteinas, efectos citotoxicos potenciales, cambios
microvasculares, activacion de la coagulacion y respuestas inmunes. Estos fendbmenos
deben modularse para evitar complicaciones como inflamacion crénica o rechazo. En
el contexto de la ingenieria de tejidos dseos, los materiales ideales deben equilibrar
propiedades mecanicas clave (resistencia a la fatiga, tenacidad y resistencia al
desgaste) con una degradacion controlada que minimice la liberacion de particulas o

subproductos nocivos (Bose et al., 2012).

Por lo tanto, es fundamental que la degradacion de los andamios biolégicos sea
controlada de manera gradual, permitiendo que las células Gseas depositen matriz
extracelular a medida que el andamio se reabsorbe, asegurando asi que las propiedades
mecanicas del tejido se mantengan durante el proceso de curacion. Esta doble
exigencia busca garantizar que el material, a medida que se reabsorbe, continle
proporcionando el soporte estructural necesario para la formacion del nuevo tejido
0seo sin desencadenar respuestas adversas. La evaluacion rigurosa a través de ensayos
in vitro (en medios fisiolégicos simulados) e in vivo (en modelos animales) no solo
permite caracterizar la cinética de degradacion, sino también evaluar su
biocompatibilidad y capacidad osteoconductiva (Raeisdasteh et al., 2017). El tamafio
y la geometria de los poros en los andamios 6seos determinan su interconectividad,
factor crucial para la regeneracion tisular. En el tejido 6seo, una red porosa
interconectada favorece procesos bioldgicos esenciales como la proliferacion celular,

migracion, osteoconduccidn y osteogénesis (Cheng et al., 2019).
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Esta necesidad de porosidad elevada entra en conflicto con las propiedades mecanicas
del andamio, ya que existe una relacion inversa entre el porcentaje de poros y la
resistencia a compresion. El desafio de disefio radica en equilibrar la microarquitectura
porosa (que favorece la regeneracion) con la suficiente rigidez para soportar cargas
fisiologicas (Loh & Choong, 2013). Ademas, la distribucion y morfologia de los poros
influyen en la cinética de degradacion del material, que debe coordinarse con la
velocidad de formacion de tejido nuevo para evitar fallos estructurales prematuras. Por
ello, los andamios mas eficaces suelen presentar alta porosidad (60 —90%) con
microtubulos interconectados y orientados, solucién que combina permeabilidad

bioldgica con integridad mecanica (Abbasi et al., 2020).

Por otro lado, la biocompatibilidad permite mantener un control de las reacciones
inmunoldgicas que podrian causar la muerte celular. La estructura del andamio influira
en el entorno, permitiendo que las células se adhieran, proliferen y se diferencien

adecuadamente (Kargozar et al., 2019).

1.1.4. Biomateriales para andamios de tejido éseo

1.1.4.1. Biopolimeros naturales

Se componen de enormes estructuras moleculares que resultan de la combinacion de
unidades menores de origen vegetal, animal o microorganismos, son fundamentales en
la creacion de materiales biomédicos debido a su capacidad de almacenar, sostener y
transmitir informacion (Wroblewska et al., 2019). Los biopolimeros naturales han
ganado importancia en las ultimas décadas como sustancias bioactivas esenciales en
el desarrollo de biomateriales, clasificandose en tres categorias principales:
biopolimeros de base polipeptidica y proteica (colageno y gelatina), biopolimeros de
base polisacarida (quitina y &cido hialurénico), y biopolimeros de base
polinucleotidica (Reddy et al., 2021). Su estructura, formada por largas cadenas de
nucledtidos, aminoacidos o monosacaridos, les confiere propiedades vitales como

bioactividad, biocompatibilidad y biomimética.
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Generalmente este tipo de biopolimeros presenta una naturaleza acida o neutra debido
a la presencia de grupos funcionales como carboxilo (—COOH) o sulfato (—=SO3H),
los cuales tienen la capacidad de ionizarse en soluciones acuosas generando cargas
negativas. Como resultado, se liberan protones (H™"), lo que influye en el pH del
entorno donde se encuentra el andamio. Esta caracteristica influye directamente en el
desempefio del biomaterial, ya que un pH ligeramente acido interfiere en la adhesion
proliferacion celular. Por ejemplo, las células de tejido 6seo como los osteoblastos,
requieren de un entorno ligeramente alcalino para su funcionamiento. Asi mismo, en
un entorno acido también puede afectar procesos como la mineralizacion y formacion
de hidroxiapatita (Florez et al., 2023).

A pesar de sus ventajas, como la capacidad de mejorar terapias médicas y su uso en
andamiajes para la administracion de agentes terapéuticos, enfrentan desventajas que
limitan su aplicacién en la ingenieria de tejidos, tales como la contaminacion
microbiana, reacciones inmunogénicas y baja resistencia mecanica (Satchanska et al.,
2024). Entre los biopolimeros méas destacados en el ambito biomédico se encuentran
el colageno, el quitosano, la gelatina, el fibrindgeno y el hialuronato, los cuales estan

demostrando un notable potencial en la regeneracion de tejidos.

1.1.4.1.1. Quitosano

El quitosano es un polisacérido lineal derivado de la quitina, obtenido cominmente de
fuentes como los exoesqueletos de crustaceos. Su estructura quimica incluye grupos
amino e hidroxilo los cuales permiten su modificacidn para mejorar propiedades como
la solubilidad y la adhesion celular (Kluczka, 2023). Ha demostrado ser un material
versatil con multiples aplicaciones comerciales y biomédicas, especialmente debido a
su capacidad para coagular rapidamente la sangre, lo que le ha valido, recientemente,
la aprobacion en EE. UU. y Europa para su uso en vendajes y agentes hemostaticos,
logrando una supervivencia del 100% en heridas arteriales en modelos porcinos
(Oryan et al., 2014). Ademas, sus propiedades mucoadhesivas y reactivas del QS
permiten su uso en la administracion transdérmica de farmacos, dado que, al ser
clasificado como un polimero catiénico, se solubiliza en entornos acidos, facilitando

asi la liberacién controlada del medicamento en el sitio deseado (Aranaz et al., 2021).
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En cuanto a sus propiedades fisicas, se ha demostrado que cuenta con una alta
capacidad de resistencia mecanica. Asi mismo, a nivel bioldgico su propiedad de
biocompatibilidad le permite que sea degradado de forma segura en con el cuerpo sin

provocar inflamacion significativa (Mawazi et al., 2024).

Figura 1
Proceso desacetilacion de la quitina para la obtencion de quitosano
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Nota. Obtenido de (Sivashankari & Prabaharan, 2017).

1.1.4.2. Biopolimeros sintéticos

Estos compuestos corresponden a estructuras macromoleculares sintéticas disefiadas
mediante estrategias de biomimetismo molecular, las cuales replican las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de los biopolimeros enddgenos. Su sintesis se realiza
mediante polimerizacién controlada de monomeros de origen natural, conservando asi
su biocompatibilidad intrinseca. Una propiedad destacable es su capacidad de
degradacién enzimatica o hidrolitica programada, lo que las hace particularmente
valiosas para aplicaciones biomédicas avanzadas. Entre sus usos mas relevantes se
incluye la fabricacion de andamiajes tridimensionales para ingenieria tisular, donde
actian como sustratos temporales que favorecen la adhesion, proliferacion y

diferenciacion celular (Igbal et al., 2018).

Adicionalmente, presentan ventajas comparativas en el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada de farmacos y en la elaboracion de implantes ortopédicos
reabsorbibles, debido a su perfil de biodegradabilidad ajustable y sus propiedades
mecanicas modificables. Sin embargo, en la mayoria de los polimeros sintéticos, las
fibras naturales se degradan bajo la influencia del medio ambiente, incluyendo el aire,

la luz, el calor y los microorganismos (Flérez et al., 2023). Asi mismo, a pesar de
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tener caracteristicas mecanicas y fisicoquimicas similares a los tejidos bioldgicos,
carecen de sitios de adhesion celular, es por ello que necesitan modificaciones

quimicas para equilibrar esta adhesion (Reddy et al., 2021).

1.1.4.2.1. Policaprolactona

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico sintético que se obtiene mediante
la polimerizacion por apertura de anillo de la e-caprolactona. A nivel molecular, se
trata de un biopolimero semicristalino con una estructura que le otorga propiedades
mecanicas destacables, como alta flexibilidad y resistencia a la traccidn, superiores a
las de otros poliésteres biodegradables. Presenta una temperatura de fusién entre 59 —
64 °C y una transicion vitrea cercana a —60 °C, lo que le confiere alta tenacidad
(Prieto & Guelcher, 2014a). Ademas, posee una biocompatibilidad excepcional,
evidenciada por su baja citotoxicidad y una respuesta inflamatoria minima in vivo. Su
degradabilidad es controlable, pudiendo variar desde unos pocos meses hasta varios
afios, dependiendo de su peso molecular y del entorno en el que se encuentre
ambientales (Paterson et al., 2024). No obstante, su naturaleza hidrofébica y la
carencia de grupos funcionales activos limitan su bioactividad intrinseca, lo cual
representa una desventaja en aplicaciones como la regeneracion Gsea, donde se

requiere una mayor interaccién con las células (Dwivedi et al., 2020).

La funcionalizacién de la PCL permite la incorporacidon de diversos grupos terminales,
los cuales influyen significativamente en las propiedades del polimero. Algunos
ejemplos incluyen el grupo alquino y halogenuros de alquilo, Gtiles en la sintesis de
copolimeros diblogue con aplicaciones en sistemas de administracion de farmacos.
Ademas, el grupo diol, al facilitar la formacién de poliuretanos, aporta elasticidad y
durabilidad al material (Figura 2) (Béez, 2016).

En los ultimos afios, la PCL ha cobrado especial relevancia en el campo de la ingenieria
de tejidos, gracias a su capacidad para combinarse con otros biopolimeros como
quitosano (QS), acido polilactico (PLA), entre otros (Diaz et al., 2014). Estas
combinaciones han demostrado ser altamente efectivas al mejorar la bioactividad,

osteoconductividad y resistencia mecanica de los andamios utilizados en la
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regeneracion de tejido 6seo. La lenta tasa de degradacion de la PCL conserva la
integridad estructural del andamio durante el proceso de regeneracion, facilitando asi
la formacion de nuevo tejido (Sethu et al., 2017). La capacidad de modificacion de la
PCL no solo amplia el rango de propiedades, sino que también fomenta la innovacion
de nuevos biomateriales. Su uso se ha extendido exitosamente a la regeneracion de
tejidos vasculares, cutaneos y cardiacos, lo que subraya su versatilidad y utilidad en el

campo biomédico (Inchingolo et al., 2024).

Figura 2
Reacciones de polimerizacion de la e-caprolactona (CL) para la obtencion de la
poli(e-caprolactona) (PCL)
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Nota. La PCL se obtiene a través de varias vias de polimerizacion por apertura de
anillo (ROP), utilizando el mondémero g-caprolactona (CL). Este proceso requiere un

iniciador y un coiniciador, que cominmente es un alcohol primario (Baez, 2016).
1.1.4.3. Pordgenos

Los pordgenos son agentes fundamentales en la fabricacion de andamios para
ingenieria de tejidos, ya que su principal funcidn es crear estructuras porosas que
faciliten la migracion celular, la vascularizacion y el intercambio de nutrientes (Ruiz
et al., 2021). Estos materiales, que pueden incluir polimeros, gelatinas, sales o
azucares, y se eligen por su capacidad para disolverse tras la solidificacion del
andamio, dejando una red interconectada de poros (Prieto & Guelcher, 2014). Una

de las ventajas del uso de pordgenos es el control de caracteristicas como la porosidad,
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cuyo rango ideal para fomentar un entorno que promueva la adhesion y proliferacion
celular oscila entre 100 — 500 um (Ruiz et al., 2021).

Una de las técnicas mas utilizadas para eliminar estos pordgenos es la lixiviacion, ya
que permite la obtener estructuras tridimensionales con propiedades mecanicas
adecuadas y superficies bioactivas (Effendi & Gustiono, 2020). Sin embargo, esta
técnica también no estd exenta de limitaciones; entre ellas destaca, el riesgo de
disolucién incompleta que podria comprometer la viabilidad celular. A pesar de ello,
cuando el disefio del andamio logra equilibrar porosidad y bioactividad, se obtienen
matrices altamente biocompatibles y osteoconductoras. Estas propiedades no solo
mejoran la integracion celular, sino también pueden inducir la formacion de tejido
6seo, lo que resulta esencial para aplicaciones clinicas en regeneracion dsea y
reparacion de tejidos (Effendi & Gustiono, 2020).

Entre los por6genos més utilizados destaca la gelatina, un polimero natural derivado
del colageno. Su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, facilidad de manipulacion
y baja inmunogenicidad la convierten en un material ideal, tanto para sistemas de
liberacion controlada de farmacos como para el desarrollo de andamios
tridimensionales (Long et al., 2023). No obstante, presenta desventajas, como su
sensibilidad térmica, ya que posee un punto de fusion de aproximadamente 30 + 2 °C
(Santos et al., 2021). Ademas, su aplicacién a escala industrial requiere la eliminacion
completa de los residuos del pordgeno, ya que su permanencia podria generar
toxicidad en los tejidos. A pesar de estos desafios, el uso de pordgenos permite obtener
una distribucion de poros uniforme y bien definida, aunque demanda un paso adicional
para su eliminacion, como ocurre en la técnica de lixiviacion térmica (Dong et al.,
2021).

1.1.5. Propiedades de los andamios biologicos

Los andamios para regeneracion 6sea deben cumplir con propiedades morfoldgicas,
mecanicas y biologicas Optimas para garantizar su efectividad en la adhesion celular y

la integracion tisular (Liu et al., 2020). Entre los parametros clave se encuentran la
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porosidad, la resistencia a la traccion y la biodegradabilidad, los cuales han sido
previamente evaluados en andamios de QS y PCL (Freire, 2024). Sin embargo,
ademas de estas caracteristicas, es esencial evaluar las propiedades bioldgicas, como
la hemostasia, la hemdlisis, la adhesion celular y la actividad antimicrobiana, para
asegurar su biocompatibilidad y funcionalidad en aplicaciones clinicas.

La hemostasia es un proceso que consta de tres fases: activacion de la coagulacion,
inhibicion de la coagulacién y fibrinolisis (Rodriguez et al., 2019). La fibrina, la
principal proteina en la formacion de codgulo, ayuda en la curacion de heridas, pero
en exceso puede obstruir el transporte de nutrientes y la oxigenacion en los andamios.
Segun la norma I1SO 10993-4:2017 los ensayos de coagulacion evaltan la variabilidad
en los niveles sanguineos de proteinas que conducen a la formacion de trombina y

fibrina (International Organization for Standardization, 2017).

La hemolisis es un proceso de descomposicion globulos rojos que liberan su contenido
intracelular en el plasma sanguineo. Durante este proceso, la hemoglobina se degrada
en sus componentes estructurales: el grupo hemo, encargado de transportar el oxigeno
y la globina, que no solo proporciona un entorno protector y funcional, sino que facilita
la union reversible del oxigeno y el dioxido de carbono (Ahmed et al., 2020). Segun
la norma I1SO 10993-4:2017 la hemolisis es un indicativo que mide la
biocompatibilidad de un material, ya que cuantifica el efecto hemolitico en funcién del
tiempo de exposicion sanguinea a las propiedades morfoldgicas del material

(International Organization for Standardization, 2017).

La importancia de los ensayos de adhesion de glébulos rojos a la superficie del
biomaterial juega un papel importante en la evaluacion de la hemolisis, ya que su
medicion y control aseguran que el disefio de los andamios cumpla con condiciones
Optimas para el cultivo celular. El nivel de adherencia no solo influye en la integracion
de los biomateriales con el sistema circulatorio, si no también permite la interaccion

efectiva con células, plaquetas y factores de crecimiento (Biranje et al., 2020).

Los trombocitos o plaquetas son cuerpos celulares presentes en la sangre y actdan en

las etapas iniciales de la hemostasia. Su evaluacion influye en las propiedades de
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porosidad, cargas superficiales, hidrofobicidad y sobre todo en la liberacion de factores
de crecimiento (Jimenez et al., 2022). De acuerdo con la norma ISO 10993-4:2017,
su evaluacion es necesaria para garantizar que el material no introduzca respuesta
trombogénica o inflamacion excesiva (International Organization for
Standardization, 2017).

La neutralizacién es un proceso quimico donde una base reacciona con grupos acidos
residuales para alcanzar pH fisioldgico (Zarur et al., 2023). En ingenieria de tejidos,
este proceso no solo ajusta el pH sino que estabiliza la estructura del andamio
mejorando la resistencia mecanica (Azueta et al., 2022). Se verificard mediante
lavados con agua/PBS hasta obtener pH neutro, eliminando tanto el exceso de base
como subproductos i6nicos que podrian afectar la proliferacion celular (Jimenez et
al., 2022).

Los ensayos de esterilizacion es un proceso mediante el cual los biomateriales se
encuentran libre de contaminantes microbioldgicos para garantizar la seguridad y
funcionalidad de crecimiento y proliferacion celular. El objetivo de este ensayo es
mantener las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y bioldgicas del biomaterial sin

afectar su estructura biodegradable (Francisco et al., 2021).

1.1.6.  Métodos de fabricacion de andamios biologicos

Dado que los ABs pueden ser Utiles en la regeneracion de diversos tejidos, la ingenieria
de tejidos exige un enfoque multidisciplinario. En este contexto, el método de
elaboracion no solo involucra la morfologia externa, sino también la
biocompatibilidad, la biodegradabilidad y la capacidad de crear un microambiente

adecuado para la proliferacion celular.

1.1.6.1. Liofilizacién

Entre los métodos mas utilizados se encuentra la liofilizacion o secado por

congelacion, que aprovecha el proceso de sublimacion al congelar una solucion de
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biopolimeros. Durante este proceso, la formacién de pequefios cristales de hielo
subyacentes da lugar a una estructura porosa e interconectada (Singh & Dasgupta,
2022). Esta técnica se emplea especialmente con biopolimeros naturales, como el
quitosano y el colageno, ya que genera una estructura altamente porosa que favorece
el intercambio de nutrientes. Sin embargo, una de sus principales limitaciones radica
en la dificultad para regular el tamafio y la distribucion de los poros, ya que estos
dependen directamente de la formacion de cristales de hielo durante la congelacion
(Eltom et al., 2019).

1.1.6.2. Electrospray

Por otro lado, la técnica del electrospray se trata de un proceso electrodinamico basado
en la creacion de microparticulas esféricas, donde el equilibrio entre fuerzas de tension
superficial y cargas electrostaticas genera una ruptura del flujo continuo (Zakeri et
al., 2019). Puede verse influenciado a diversos parametros como la intensidad del
campo electrostatico, velocidad de flujo, conductividad, tamafio de aguja, propiedades
fisicoquimicas del biopolimero y la concentracion (Tasci et al., 2021). Por ello la
variacion de los mismos permite mantener un control en el tamafio y morfologia de las
microparticulas fabricacion de microparticulas. Ademas, propiedades como la
densidad, el caudal y la viscosidad influyen directamente en el diametro de las
particulas: a mayor viscosidad o caudal, se obtienen particulas de mayor tamafio
(Ardilaet al., 2018).

1.1.6.3. Electrohilado

La técnica del electrohilado se trata de un proceso electrohidrodindmico que relaciona
fuerzas electrostaticas que expanden fibras a partir de soluciones poliméricas. En el
campo de la ingenieria de tejidos, ofrece una resolucion estructural a nanoescala,
donde se produce fibras que pueden imitar la topografia de la ECM. Uno de los
aspectos importantes de este método es el voltaje que se maneja, pues para expandir el
polimero hacia la formacion de fibras se requiere de un alto voltaje para la solucion
principal sea cargada entre dos conductores capaces de soportar cargas

electromagnéticas de polaridades opuestas. A nivel laboratorio, constan de
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componentes como una fuente Ambos tipos de tejido son fundamentales en el disefio
de biomateriales, ya que combinan propiedades de resistencia y adaptabilidad (Sabino
et al., 2017). El hueso cortical, con su alta densidad, actua como barrera para el
crecimiento de vasos sanguineos y la remodelacion tisular, preservando la integridad
estructural. En cambio, el hueso esponjoso, gracias a su porosidad, facilita una rapida
vascularizacion y una remodelacion mas agil de alimentacién continua o alterna de
alto voltaje, una bomba de jeringa, un capilar mecanico o boquilla metélica, una placa
o colector conectado a tierra. La fuente crea un campo eléctrico que interactta con la
solucion de polimero, formando un chorro que se estira y se rompe en ramas mas
pequefias. Este proceso promueve el estiramiento y la evaporacion del solvente,
depositando finalmente las fibras en el colector, que pueden formar una membrana no
tejida (Forgie et al., 2023).

1.1.6.4. Impresion 3D

La impresion 3D se ha posicionado como una tecnologia esencial en la ingenieria de
tejido 6seo debido a su capacidad para disefiar andamios personalizados con
geometrias y microestructuras precisas. Esto permite imitar la complejidad del hueso
natural, favoreciendo la integracion celular y la reparacion de defectos (Wang et al.,
2020). Sin embargo, el éxito de estos implantes depende criticamente del desarrollo de
biotintas avanzadas, las cuales deben combinar propiedades mecanicas adecuadas con
biocompatibilidad (Zhang et al., 2019). Para ello, una estrategia clave es la
combinacidn de polimeros naturales y sintéticos, ya que asi se logra un equilibrio entre
resistencia, funcionalidad biolégica y degradacion controlada. Ademas, estos
andamios pueden actuar como sistemas de liberacion de farmacos, lo que amplia su

potencial terapéutico (Mirkhalaf et al., 2023).

1.1.6.5. Lixiviacion de porégenos

La lixiviacion de pordgenos es un método de fabricacion ampliamente utilizado en
ingenieria de tejidos debido a su simplicidad y bajo costo. Este proceso consiste en
incorporar microparticulas, como microesferas a base de gelatina, dentro de una matriz

polimérica para formar un andamio. Una vez que la matriz se ha solidificado, las
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microparticulas se eliminan mediante un agente disolvente, sin afectar la estructura del
andamio y la resistencia mecanica propia del tejido 6seo (Kuang et al., 2022). Esto da
lugar a cavidades que reproducen la forma del pordgeno utilizado, generando poros
bien definidos. La eliminacion de los porégenos determina caracteristicas clave como
el tamafo, la forma, la distribucion y la interconexion de los poros, aspectos
fundamentales para favorecer la adhesion, migracion y proliferacion celular (Draghi
et al., 2005). Estos parametros son esenciales para garantizar un adecuado flujo de
nutrientes y un entorno Optimo para el crecimiento celular, especialmente en
aplicaciones dirigidas a la regeneracion de tejido 6seo (Owen et al., 2020). Aunque
presenta ciertos desafios, como la posible formacion de poros no interconectados o la
presencia de residuos, esta técnica sigue siendo una de las mas eficaces y compatibles
tanto con biomateriales naturales como sintéticos, y se emplea ampliamente en
investigaciones relacionadas con la regeneracion de tejidos 6seo, cartilaginoso y
blando (Singhawannurat et al., 2024).

1.2. Objetivos

1.2.1.  Objetivo general

Caracterizar mediante ensayos bioldgicos andamios elaborados con policaprolactona,

quitosano y lixiviacion de microesferas.

1.2.2.  Objetivos especificos

e Construir andamios biologicos de policaprolactona y quitosano mediante

lixiviacion de microesferas.

e Evaluar la hemocompatibilidad de los andamios bioldgicos mediante pruebas

hemostéticas.

e Verificar la viabilidad de los andamios biol6gicos de policaprolactona y

quitosano para futuros ensayos con lineas celulares.
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CAPITULO Il - METODOLOGIA

2.1. Materiales

Para el desarrollo del siguiente trabajo investigativo se utilizé el siguiente material que

se enlista a continuacion:

2.1.1. Reactivos

e Acido acético glacial (CH;:COOH)
e Aceite Mineral

e Etanol 96%

e Gelatina

e Quitosano

e Policaprolactona (PCL)

e Span 80

e Agua destilada

e Agua desionizada

e Solucion salina

e Caldo Muller — Hilton

¢ Kit de ensayo de hemoglobina
o Kit de cuantificacion de LDH
e Cloruro de Calcio (CaCl2)

e Triton X-100

e Etanol 70 %

2.1.2.  Materiales fungibles

e Cajas Petri de plastico
e Frasco &mbar de 500 mL
e Frascos de vidrio de tapa azul de 500 mL
e Micropipetas
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e Papel filtro

e Papel aluminio

e Pipetas volumétricas de 10 mL

e Placas de 96 pocillos

e Probetas de 10, 500 mL

e Tubos de centrifuga conicos de 10 mL
e Tubos de ensayo con rosca

e Tubos para muestras de sangre

e Vasos de precipitaciéon de 50, 100, 200, 500 y 1000 mL
e Bisturi

e Pastilla magnética

e Asas de siembra

2.1.3. Equipos

e Balanza analitica

e Campana extractora de gases

e Camara de flujo laminar

e Plancha de calentamiento y agitacion
e Incubadora

e Desecador

e Autoclave

e Microscopio optico

e Centrifuga

e Espectrofotdmetro

e Potencidometro

2.2. Métodos

2.2.1.  Construccién de andamios bioldgicos de policaprolactona y quitosano

mediante lixiviacion de microesferas.
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2.2.1.1. Preparacion de microesferas

Para preparar microesferas de gelatina, se utiliz6 una metodologia modificada de
(Dong et al., 2021). Se disolvio gelatina en agua destilada a 60 °C, logrando una
disolucién homogénea. Luego, se afiadio lentamente aceite mineral y 3 gotas de Span
80 como estabilizante (Freire, 2024); la mezcla se mantuvo bajo agitacion magnética
a 650 rpm durante 10 minutos, sin variar la temperatura para generar una emulsién
estable. A continuacién, la emulsion se dej6 enfriar a 5 °C durante 30 minutos en bafio
de hielo para facilitar la solidificacion de las microesferas. El sobrenadante sera
cuidadosamente eliminado, y las microesferas seran lavadas con etanol al 96% para
remover los residuos oleosos, este proceso se repitid hasta asegurar la limpieza
completa de las microesferas. Finalmente, fueron recolectadas y secadas a temperatura

ambiente garantizando su integridad estructural.

2.2.1.2. Construccion de andamios a base de policaprolactona y quitosano.

Para la preparacion de las soluciones de biopolimeros, se utiliz6 la metodologia
modificada de (Perez et al., 2019) bajo una campana extractora de gases. Se disolvio
PCL al 25% en &cido acético al 80% a 60 °C con agitacion magnética a 400 rpm
durante 45 minutos. Posteriormente, se afiadio QS al 2.5% con agitacion por 10
minutos hasta obtener una mezcla homogénea. Seguidamente, se incorporaron las
diferentes concentraciones de microesferas y la mezcla final se transfiri6 a placas de
96 pocillos, donde se dejara secar a temperatura ambiente durante un periodo de 24 a

48 horas para permitir la formacion adecuada del andamio.

2.2.1.3. Formacion de poros por lixiviacion de microesferas

Para el proceso de lixiviacion, los andamios fueron retirados cuidadosamente de las
placas y colocados en tubos Falcon que contendran entre 14 mL de agua destilada,
dependiendo de la concentracion de las microesferas presentes en los andamios. Los
tubos fueron sellados e incubados a 37 °C durante 1 - 3 horas (dependiendo de la

concentracion de microesferas) para garantizar la eliminacion de residuos solubles.
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Tras la incubacién, los andamios fueron retirados y transferidos a un desecador
(Freire, 2024); (Kiran et al., 2015).

2.2.2. Evaluacion de la hemocompatibilidad de los andamios bioldgicos
mediante pruebas hemostaticas.

2.2.2.1. Ensayos biologicos

Las pruebas de hemocompatibilidad se desarrollaron de acuerdo al protocolo aprobado
por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos CEISH-FCS-UTA 090-
CEISH-UTA-2025, con cédigo 090-CEISH-UTA-2025 (Anexo 28).

Los apartados siguientes pretenden evaluar el comportamiento del biomaterial frente
al componente sanguineo, detallando el manejo responsable y ético del mismo. Es
importante sefialar que los andamios ya han sido evaluados en investigaciones
anteriores mediante pruebas morfoldgicas y mecéanicas por Freire, (2024), lo que

respalda su idoneidad para las pruebas biolégicas propuestas.

2.2.2.2. Evaluacion de coagulacion in vitro

Para la evaluacion de coagulacion in vitro se llevo a cabo mediante metodologia
modificada de (Jimenez etal., 2022), donde se utiliz6 un Kit de ensayo de
hemoglobina (HUMAN-0169). Primero, las placas de 96 pocillos con los andamios,
previamente colocados, fueron calentadas en un bafio de agua a 37 °C durante 1 hora
minutos. Posteriormente, se afiadié sangre anticoagulada con citrato de sodio a cada
pocillo, luego de este proceso, se adiciond una solucion de CacCl; (0.2 M) para iniciar
la cascada de coagulacién. Las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 30 minutos
con agitacion constante de 110 rpm. Una vez transcurrido el tiempo, los globulos
rojos no adheridos a los andamios fueron eliminados mediante un lavado con agua
desionizada. Finalmente, se cuantificé el contenido de hemoglobina en el sobrenadante
mediante espectrofotometria a 540 nm (I), utilizando la Ec. 1 para el andlisis. Para
el control en blanco (I,), se medid la absorbancia tomando en cuenta la celda sin

ningun tipo de reactivo; para la solucion referencia (1) se preparé una solucion
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de CaCl,, sangre anticoagulada con citrato y agua desionizada en una proporcién
1:10:20.

BCI (%) = 210
(/())—1_10*100 (1)
T

2.2.2.3. Evaluacion de hemodlisis in vitro

Para la determinacion de hemoglobina, se llevd a cabo mediante metodologia
modificada de (Jimenez etal., 2022), donde se utiliz6 un Kit de ensayo de
hemoglobina (HUMAN-0169). Se prepar6 una dilucion 1:5 de sangre anticoagulada
con citrato en solucion salina para posteriormente depositarla en tubos Eppendorf. Los
tubos fueron incubados a 37 °C durante 1 hora y centrifugados a 300 rpm durante 15
minutos. El contenido de hemoglobina se cuantificé mediante la recoleccion y analisis
espectrofotométrico del sobrenadante a 540 nm (1) utilizando la Ec. 2. Como control
positivo (C+; I,.), se utilizé una dilucion de sangre en agua desionizada, mientras que

para el control negativo (C—; I,) se empled una dilucion de sangre en PBS.

Iy

% Hemdlisis = IS ——* 100 (2)

T 0

2.2.2.4. Evaluacion de la adhesion de globulos rojos

La determinacion se llevé a cabo mediante metodologia modificada de (Jimenez et al.,
2022), donde se utilizé un Kit de ensayo de hemoglobina (HUMAN-0169). Los
andamios se colocaron en tubos Eppendorf junto con sangre anticoagulada con citrato
de sodio, incubdndolos a 37 °C durante 5 minutos. Posteriormente, los andamios
fueron transferidos a cajas Petri para realizar un lavado con agua estéril. A
continuacién, los andamios fueron reubicados en tubos Eppendorf, donde se afadio
agua desionizada y se procedio a la centrifugacion. Finalmente, la concentracion de
hemoglobina en el sobrenadante fue cuantificada mediante lectura espectrofotométrica

a 540 nm (I,), donde se utilizé la Ec. 3.
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[Hemoglobina] = I; x 29.4 (3)

2.2.2.5. Evaluacion de la adhesion plaquetaria in vitro

El ensayo de adhesion plaquetaria in vitro se llevo a cabo mediante metodologia
modificada de (Jimenez et al., 2022), donde se utiliz6 un Kit de cuantificacién de
deshidrogenasa lactica (LDH) (Thermo Scientific- LDH Pierce 13454269). Se obtuvo
plasma rico en plaquetas (PRP) centrifugando sangre anticoagulada con citrato de
sodio a 3200 rpm durante 15 minutos. EI PRP se colocé en placas de 96 pocillos e
incubd a 37 °C durante 1 hora. Luego, los andamios se transfirieron a cajas Petri y se
afiadio solucién salina para eliminar las plaquetas no adheridas. Después, se trasfirio a
tubos Eppendorf y se afiadié Tritdn X-100 al 1 % en PBS, con incubacion a 37 °C
durante una hora. Finalmente, se midi6 la actividad de LDH a 340 nm (I;), utilizando
PRP con Triton X-100 al 1 % como control positivo (C+; I,.) y PRP con PBS como
control negativo (C—; I,). La medicion se llevara acabo utilizando la Ec. 4 para el

analisis de los resultados.

I,—1
Liberacién de LDH (%) = IS 10 * 100 (4)
r— 10

2.2.3.  Verificar la viabilidad de los andamios biolégicos de policaprolactona y

quitosano para futuros ensayos con lineas celulares.
2.2.3.1. Preparacion de medios de cultivo

Para evaluar los métodos de esterilizacion, se utilizo medio Agar Sangre se siguié un
procedimiento estandarizado, primero se disolvié Agar-Agar en agua desmineralizada
y se calentd hasta obtener una solucion homogénea. Luego, se autoclavé a 121 °C
durante 15 minutos y se dejo enfriar a una temperatura ambiente. Seguidamente, se
incorpord sangre estéril en una concentracion del 5 % v/v, se mezcld suavemente para

evitar la formacion de burbujas y garantizar una distribucion uniforme. EI medio
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preparado se dispenso en cajas Petri estériles, asegurando un ambiente aséptico durante
todo el proceso. Finalmente, las placas se dejaron en reposo hasta que el medio se

solidifiqgue completamente (Van der Ploeg et al., 2010).

2.2.3.2. Determinacion de la neutralizacién de los andamios bioldgicos

Los andamios se neutralizaron siguiendo una metodologia modificada basada en los
protocolos estandarizados de (Wang et al., 2012). Estos se colocaron en placas de
Petri y se sumergieron en una solucién de NaOH 0.1 M durante intervalos de 20 a 40
minutos. Una vez transcurrido el tiempo de inmersion, la solucion se elimind mediante
lavados con agua ionizada para ajustar el pH a niveles neutros. Finalmente, se midié
el pH de las soluciones, utilizando un control negativo (C™) como referencia para el

analisis.

2.2.3.3. Determinacion de la esterilidad de los andamios bioldgicos

La evaluacion de esterilizacion de los andamios se realizd6 mediante la aplicacion de
luz ultravioleta (UV). Para ello, se colocaron individualmente en cajas Petri estériles
y se introduciran en una cdmara de luz UV por 40 minutos (Lopianiak & Butruk,
2020). Finalizado este tiempo, los andamios se retiraron y se manipularon en
condiciones aséepticas. Para confirmar la efectividad del método de esterilizacion, se
realiz6 un ensayo microbioldgico. Los andamios esterilizados se depositaron sobre
placas de Agar Sangre preparadas previamente y se incubaron a 37 °C durante
periodos de 24 y 48 horas. Posteriormente, se inspeccionaron las placas para evaluar

la presencia o ausencia de crecimiento microbiano (Francisco et al., 2021).

2.2.3.4. Inhibicién bacteriana

Para determinar la inhibicion bacteriana, se prepar0 una suspension bacteriana de
Staphylococcus aureus con una densidad Optica de 0.5 en la escala de McFarland,
equivalente a 1.5 % 108 UFC/mL. Luego, se elaboré una solucion de resazurina
al 0.2 % en agua destilada y se afiadié a una placa de 96 pocillos junto con caldo MH

y solucion bacteriana. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas para permitir
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el crecimiento bacteriano. Seguidamente, se agregd resazurina y se mantuvo en
oscuridad durante 1 hora. Finalmente, se midid los cambios en la fluorescencia a 540
nm con un espectrofotometro para evaluar la viabilidad bacteriana (Pifialoza &
Ramirez, 2023); (Dalecki et al., 2016).

2.2.3.5. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para evaluar si existen diferencias significativas de
las diferentes concentraciones de microesferas de gelatina (25%,50% y 75% p/v)
sobre las propiedades biologicas y microbiolégicas de los andamios elaborados,
empleando un analisis de varianza de una via (ANOVA) al 95% de confianza, para
ello, se utilizo el paquete estadistico Minitab en su version gratuita. Verificando de
manera previa los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos;

si no se cumplen, se recurrira a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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CAPITULO Il - RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1. Construccion de andamios bioldgicos de policaprolactona y quitosano

mediante lixiviacién de microesferas.

3.1.1.1. Preparacion de microesferas

Las microesferas de gelatina, utilizadas como agentes porogénicos, desempefian un
papel crucial en la formacion de la porosidad de los ABs. Se emplearon microesferas
con un tamafio que oscila entre 100 y 600 um (Figura 3), lo que permitié obtener una
red de poros interconectados con una distribucion de tamafios que cumple con los
requerimientos para distintas etapas del proceso regenerativo. Segun Xu et al., (2022)
los ABs con tamafio de poro = 100 um, son eficaces para regeneracion de tejido 6seo
in vitro en condiciones controladas y/o hueso cultivado. Este tamafio de poro permite
una adecuada interaccién célula — material, lo que favorece la formacion de matriz
extracelular, Pereira et al., (2020) recomiendan tamafios de poro superiores a
300 um, pues para crecimiento 0so, los poros pequefios pueden ser ocluidos por las
células. Asi mismo, Prananingrum et al., (2016) sefialan que los tamafios de poro >
300 um son éptimos para la permeabilidad tisular y la vascularizacién in vivo, lo cual
mejora la migracion celular profunda y el ingreso de nutrientes, oxigeno y factores de
crecimiento, lo cual es esencial para sostener la formacién de tejido 6seo maduro y la
integracidn vascular. Esta vascularizacion no solo mejora la supervivencia celular, sino
que también es un paso critico en la consolidacion del nuevo tejido Gseo en

aplicaciones clinicas (Wu et al., 2024).
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Figura 3
Preparacion del agente porégeno para la elaboracion de ABs

Nota. Las microesferas obtenidas son esenciales para el control de la porosidad en los
andamios biolégicos, permitiendo una adecuada integracion celular. En este proceso,

se utilizaron microesferas de tamafios de 100 y 600 um.

3.1.1.2. Construccion de andamios a base de policaprolactona y quitosano.

La construccion de ABs de PCL/QS por la técnica de lixiviacion de microesferas
permitid obtener estructuras tridimensionales porosas con caracteristicas adaptables a
diferentes concentraciones de porégenos Tabla 2. El siguiente estudio esta basado en
investigaciones previas, donde se han desarrollado ABs utilizando moldes en placa de
24 pocillos, con un area de 428.83 mm? y un espesor de 4 mm, manteniendo
condiciones estandarizadas de concentracion de microesferas. En contraste, este
estudio adapté la metodologia a moldes de 96 pocillos, donde el area varia hasta
aproximadamente 137.22 mm? con un espesor maximo de 5.5 mm (Figura 4). Esta
adaptacion requirid ajustes en el protocolo, particularmente en el volumen de solucién
polimérica, el cual se estandarizé a 200 uL por pocillo para garantizar la uniformidad

en la fabricacion (Anexo 1).

Tabla 2. Composicién de ABs por lixiviacién de microesferas.
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Concentraciéon de Concentracién de Concentracion de

ABs
PCL QS microesferas
1 25%
2 25% 25 % 50 %
3 5%

Nota. ABs: Andamios Bioldgicos: PCL: Policaprolactona; QS: Quitosano. Los

porcentajes se encuentras expresados en concentraciones de peso/volumen.

La utilizacion de moldes de 96 pocillos ofrece ventajas significativas en términos de
escalabilidad y optimizacion de recursos, ya que permite la produccion simultanea de
un mayor namero de andamios con un menor consumo de materiales. Sin embargo,
esta adaptacion implico desafios técnicos, como la necesidad de reducir el tiempo de
lixiviacion para evitar la desintegracion de los ABs. Mientras que en estudios
anteriores (Freire, 2024), se emplearon tiempos de lixiviacién de 24 a 48 horas, en
este trabajo se observd que periodos superiores a 2 horas comprometian la integridad
estructural de los andamios. Por lo tanto, se establecié un rango éptimo de 1 a 2 horas,

asegurando asi la estabilidad de las matrices poliméricas.

Las diferencias en las propiedades térmicas de los biopolimeros utilizados también
influyeron en el proceso de fabricacion. Mientras que la PCL presenta un punto de
fusion entre 58 y 63 °C, lo que la hace estable en medios acuosos a temperatura
ambiente, el QS no tiene un punto de fusion definido y se descompone térmicamente
a temperaturas superiores a 150 °C. Ademas, su comportamiento en solucién acuosa
depende en gran medida de su grado de desacetilacion y de la acidez del medio (pH <
6.5) (Dong et al., 2004).
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Figura 4
ABs porogenicos elaborados mediante lixiviacion de microesferas.

ABs en placas de 24 pocillos ABs estandarizados a placas de 96 pocillos

Nota. Los ABs se estandarizaron a placas de 96 pocillos para asegurar la

reproducibilidad de los resultados experimentales.

La complementariedad entre PCL/QS se vuelve un factor clave para el desarrollo de
un andamio funcional. La PCL aporta una estructura mecénica estable, con buena
procesabilidad térmica y resistencia a la degradacién en medios himedos, lo que
garantiza la conservacion de la forma tridimensional del andamio durante su
manipulacion y uso (Li et al., 2022). Por otro lado, el QS aunque termolabil, afiade
propiedades bioldgicas altamente deseables, como la bioactividad, la capacidad de
promover la adhesion celular y su reconocida hemocompatibilidad (Singh et al.,
2020). La combinacion de ambos materiales, por tanto, permite equilibrar las
limitaciones individuales de cada uno. La rigidez y lenta degradacién de la PCL se
compensa con la capacidad del QS para mejorar la interaccion celular y modular
respuestas bioldgicas. Este efecto sinérgico se evidencid no solo en la estabilidad
estructural observada en los andamios, sino también en la formacion de poros
interconectados que favorecen la difusion de nutrientes, lo cual es fundamental para

futuros ensayos con lineas celulares.

3.1.1.3. Formacién de poros por lixiviacion de microesferas
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Durante el proceso de lixiviacion, se observo una variacion en la tonalidad de los ABs
(Figura 5), lo cual esta asociado a la eliminacion de las microesferas y, por ende, a la
formacién de una estructura porosa. Ademas, se evidencid que factores como la
temperatura y el tiempo de exposicion al medio acuoso afectan significativamente la
estabilidad de los ABs. Estudios como el de Barreira et al., (2023) han demostrado
que la exposicién prolongada al agua puede inducir hidrolisis en los polimeros,
degradando sus propiedades mecanicas y térmicas. En este sentido, la interaccién entre
los grupos carbonilo de la PCL (C = 0) son aceptores de hidrégeno y los grupos
amino (—NH,) e hidroxilo (—OH) del QS, mediante puentes de hidrégeno, confiere
estabilidad al andamio en condiciones acuosas. Sin embargo, un exceso de agua puede
provocar la ruptura de estos enlaces, reduciendo la resistencia y durabilidad del
material (Baschek et al., 1999).

Figura 5
Impacto en la tonalidad de los ABs previo y posterior al proceso de lixiviacion.

A B

ABs antes del proceso de lixiviacion ABs después del proceso de lixiviacion

Nota. La variacion en la tonalidad de los ABs esta asociada a la eliminacion de las

microesferas, lo que resulta en la formacion de una estructura porosa.

3.1.2. Evaluacion de la hemocompatibilidad de los andamios bioldgicos

mediante pruebas hemostaticas.

3.1.2.1. Evaluacion de coagulacion in vitro
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La evaluacién de coagulacion se llevo a cabo me con el fin de estudiar los cambios
cuantitativos de los pardmetros de coagulacion después de la exposicion de los ABs
con la sangre. Para ello, se emplearon diferentes concentraciones porogénicas, onde se
evidencid una relacion directa entre el indice de Coagulacion Sanguinea (BCI) y la
concentracion de microesferas. EI BCI cuantifica el porcentaje de células sanguineas
no coaguladas, este parametro permitio evaluar la formacién de coagulos en contacto
directo con los ABs. Cabe destacar que, segun la 1SO 10993-4:2017 los biomateriales

deben permitir la activacion de la coagulacién sin inducir a la hemolisis o trombosis.

Los resultados obtenidos (Figura 6) detallan que los ABs de 25% microesferas
presentaron un BCI del 85%, lo que indica una favorable activacion del proceso
hemostatico. En cambio, los ABs con 50% y 75% de microesferas mostraron BCI aiin
mas altos, alcanzando un 95% y 98%, respectivamente. Este aumento sugiere una
mejora sustancial en la interaccion entre el material y los elementos sanguineos,
Zhang et al., (2022) menciona que este parametro se encuentra relacionado de manera
directa con el &rea de contacto y la porosidad. En este sentido, mientras mayor sea la
concentracion de porégenos en los ABs mayor seré el valor de BCI. Asi mismo, Shih
et al.,, (2006) menciona que un valor mayor de BCI indica una mayor

biocompatibilidad del biomaterial.

En particular, el quitosano se ha destacado por su capacidad para promover la
agregacion plaquetaria y la activacion de la cascada de coagulacion, actuando como
un agente hemostatico natural (Jayakumar et al., 2011). La PCL, por su parte, cumple
una funcién estructural como polimero biodegradable sin interferir negativamente en
el proceso (Xiang et al., 2018). Esta formulacion, si bien cumple con ciertos criterios
de biocompatibilidad, sugiere una menor capacidad para inducir coagulacion
inmediata, lo cual podria limitar su efectividad en aplicaciones donde se requiere una

rapida hemostasia
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Figura 6
Porcentaje de coagulacion sanguinea en ABs con diferentes concentraciones de
microesferas.
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Nota. Los valores del BCI representan el porcentaje de células sanguineas no
coaguladas. Los ABs con mayor concentracién de microesferas (50% y 75%)
representan mayor BCI (95%, 98%, respectivamente), mientras que BCI representan
el 85%.

De acuerdo con el analisis estadistico realizado para la prueba de coagulacion, se
evidencio la existencia de diferencias significativas entre las distintas concentraciones
de microesferas de gelatina presentes en los ABs. Previo a aplicar pruebas
inferenciales, se verifico el cumplimiento de los supuestos estadisticos: la normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p > 0.1) y la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Levene (p = 0.455), cuyos resultados se presentan en los
Anexos 11y 12, respectivamente. Debido a que ambos supuestos se cumplieron, se
procedid con un andlisis de varianza de un solo factor (ANOVA), considerando un

nivel de significancia del 5%.
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Figura7
Influencia de la concentracion de microesferas en la funcionalidad de los ABs.
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La desvigcidn estdndar agrupada se utilizd para calcular los intervalos,
Nota. ANOVA de un factor (p = 0.000) confirma diferencias significativas (¢ =
0.05). Intervalos de confianza del 95% muestran aumento progresivo en coagulacion
con mayores concentraciones de microesferas (25%, 50%, 75%). Cumplimiento de
supuestos: normalidad (Shapiro-Wilk p > 0.1) y homocedasticidad (Levene, p =
0.455).

El resultado del ANOVA (p = 0.000) indica diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, lo cual confirma que la concentracion de microesferas
influye directamente en la capacidad procoagulante del biomaterial. En la Figura 7,
se presentan los intervalos de confianza del 95% para las medias, se observa un
aumento progresivo en el porcentaje de coagulacion conforme incrementa la
concentracion de microesferas. Ademas, los intervalos de las concentraciones de
25% y 75% no se solapan completamente, lo que proporciona evidencia visual de las

diferencias significativas entre estos tratamientos.
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Figura 8

Distribucion del porcentaje de coagulacion por concentracion de microesferas.
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Nota. La mediana y dispersion de los datos reflejan una tendencia creciente en

coagulacion con concentraciones mas altas, la concentracién de 75% muestra menor

variabilidad.

Por su parte, la gréafica de caja, Figura 8, permite visualizar la dispersién y mediana

de cada grupo. Se observa una tendencia creciente en los valores de coagulacion, junto

con una menor dispersion en las concentraciones mas altas (75%), lo que podria estar

relacionado con una mayor uniformidad en la respuesta biologica del material.

Finalmente, las graficas de residuos, Figura 9, demuestran una distribucion simétrica

y aleatoria, sin patrones definidos, lo que respalda la validez del modelo ANOVA

aplicado y refuerza la confiabilidad de los resultados obtenidos.
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Figura 9
Analisis de residuales para los valores de coagulacion sanguines en ABs.
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Nota. A: Grafico de probabilidad normal; B: Homogeneidad de varianzas; C:
Distribucion simétrica; D: Independencia de los datos. Los graficos validan los
supuestos ANOVA.

3.1.2.2. Evaluacién de hemolisis in vitro

La biocompatibilidad hematica es uno de los criterios fundamentales en la evaluacion
de implantes temporales osteogénicos, dado que una interaccion adecuada con los
componentes celulares de la sangre, como eritrocitos y plaquetas, es esencial para
minimizar respuestas hemoliticas o tromboticas no deseadas. En este estudio, el ensayo
de hemolisis in vitro cuantificé la liberacion de hemoglobina como indicador de dafio
a GR, lo cual es un parametro clave ya que puede comprometer la funcionalidad del
biomaterial (Yang et al., 2023).

Los analisis mostraron que los ABs con 25% de microesferas presentaron un
porcentaje de hemolisis del 3%, valor que se encuentra dentro del rango aceptable
establecido por la norma 1SO 10993-4:2017, la cual considera no hemoliticos a los
materiales con valores inferiores al 5% (Figura 10). Sin embargo, los niveles de

hemolisis evidenciaron diferencias entre las concentraciones de microesferas,
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superando en un 2% y 12% el umbral en los ABs con 50% y 75%, respectivamente,

clasificandose como ligeramente hemoliticas y hemoliticas 1SO 10993-4:2017.

Estos hallazgos coinciden parcialmente con estudios previos (Yang et al., 2023),
donde no se observaron diferencias significativas en hidrogeles a diferentes
concentraciones. Esta divergencia subraya la importancia de considerar las
caracteristicas especificas de cada biomaterial dirigidos a regeneracion de tejido éseo,
aunque dicha investigacion resalté la importancia de comparar los resultados con un
control. En nuestro estudio, si bien no hubo una diferencia significativa entre los ABs
al 25% y 50%, al compararlos con el control (sangre entera), las diferencias fueron
notables, con incrementos del 97%,93% y 83% para las microesferas al

25%,50% y 75%, respectivamente.

Figura 10
Porcentaje de hemolisis in vitro en ABs con diferentes concentrciones de
microesferas.
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El andlisis estadistico, tras confirmar la homogeneidad y la no normalidad de los datos
(Anexo 13 y 14) (p < 0.010, prueba de Shapiro-Wilk), empled métodos no
paramétricos. La prueba de Kruskal-Wallis detecté diferencias significativas entre
grupos (p = 0.015), mientras que el post-hoc de Dunn con correccion de Bonferroni

identifico que Unicamente la comparacion entre las concentraciones del 25% y 75%
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alcanzo significancia estadistica (p ajustado = 0.022). Estos hallazgos sugieren
que altas concentraciones (75%) generan un efecto hemolitico critico, probablemente
debido a factores como el aumento en la rugosidad superficial y la mayor liberacion

de componentes porogénicos que comprometen la integridad membranal.

La relacién directa entre porosidad y hemdlisis concuerda con lo reportado por Shih
et al., (2006) quienes establecieron una correlacion inversa entre el Indice de
Biocompatibilidad (BCI) y el dafio eritrocitario. Si bien la concentracion al 25%
demostré adecuada biocompatibilidad, es crucial considerar que la interaccién con
otros elementos sanguineos podria influir en el proceso de osteointegracion (Chi et
al., 2020). Una limitacion importante del presente estudio radica en su enfoque
exclusivo en parametros hemoliticos, por lo que futuras investigaciones deberian

incorporar evaluaciones complementarias de coagulacion y agregacion plaquetaria.

Tabla 3. Prueba de Dunn para comparacion multiple de rangos de hemdlisis

Comparacion Diferencia de Valor Z p-valor p-valor ajuste}do Interpretacion
rangos (Bonferroni)
2506 vs 50%  ~3.00 -1.3416 0.1797 osagr  Noswnificativa (p
> 0.05)
Significativa
25% vs 75% -6.00 -2.6833 0.0073 0.0219
(p <0.05)

No significativa (p

50% vs 75% -3.00 -1.3416 0.1797 0.5391
> 0.05)

Nota. a = 0.05. Solo la comparacion 25% vs 75% mostro diferencias significativas
(p — ajustado = 0.0219). Kruskal-Wallis global: p = 0.015.

3.1.2.3. Evaluacion de la adhesion de glébulos rojos in vitro

El analisis cuantitativo de la adhesion de GR se llevd a cabo con el objetivo de
identificar la cantidad de eritrocitos que no se adhirieron a los ABs, utilizando como
indicador la concentracion de hemoglobina. Dado que la hemoglobina es la principal

proteina contenida en los GR, su presencia en el medio extracelular refleja
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indirectamente la cantidad de células que no quedaron retenidas sobre la superficie del
AB. Una menor concentracion de hemoglobina fuera del ABs indica una mayor
adhesion de GR (Jimenez et al., 2022)

En este sentido, los ABs de 25% de microesferas mostraron una concentracion de
hemoglobina de 6712.02 mg/dl + 206.24. En comparacion, el control presentd una
concentracion de hemoglobina significativamente mayor de 13385.82 mg/dl,
mientras que los otros grupos de ABs 50% y 75% de microesferas mostraron valores
de 6790.42 mg/dl + 195.29 y 7380.38 mg/dl + 228.87, respectivamente (Figura
11), lo cual segin Bandzerewicz et al., (2023) esta caracteristica se atribuye a una
mayor superficie poroso. Sin embargo, los valores de hemoglobina que se obtuvieron
se muestran por debajo del umbral del control sanguineo, esto sugiere una baja
adhesion GR. Asi mismo, los ABs con 25% de microesferas tienen una mayor
capacidad para retener GR en comparacion con los otros grupos, que podria contribuir
a una mejor eficacia hemostatica.

Figura 11
Concentracion de globulos rojos (mg/dl).
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Esta evaluacion resulta relevante debido a que la interaccion inicial de la sangre con

un biomaterial influye directamente en el proceso de hemostasia, el cual incluye la
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formacion de coagulos sanguineos (Jimenez et al., 2022). La hemostasia cumple un
papel esencial en la reparacion Osea, ya que durante la cicatrizacion los coagulos
estabilizan temporalmente el tejido lesionado y, posteriormente, su disolucion permite
la liberacidon de factores quimiotéacticos que promueven la regeneracion del tejido 6seo
dafiado (Poddar et al., 2021).

Por tanto, este mecanismo resalta la importancia de garantizar una adecuada
hemocompatibilidad en los biomateriales implantables. Un equilibrio entre una baja
adhesion de eritrocitos, ausencia de hemolisis y una coagulacion controlada favorece
la formacion de un microambiente bioldgico ideal para procesos de regeneracion,

como ocurre en la reparacion osea inducida por andamios bioactivos.

Los datos cumplieron con el supuesto de normalidad (p = 0.948) pero no con el de
homogeneidad (p < 0.010) (Anexos 17 y 18). Por ello, se aplicd la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, que evidencid diferencias significativas entre al menos
un par de concentraciones. Sin embargo, al realizar la prueba de Dunn con correccion
de Bonferroni, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
microesferas (25%, 50%, 75%).

Desde una perspectiva bioldgica, estos resultados indican que todos los andamios
muestran un comportamiento hemocompatible similar lo cual es deseable ya que se

trata de un biomaterial de regeneracion de tejido 6seo.

Tabla 4.
Prueba de Dunn para comparacion maltiple de rangos de adhesion de glébulos

rojos
Comparacion Difer;i:;ccjg % Vaorz p-valor p_{; Lonrf: Jr l:;:]?;jo Interpretacion
259 vs 50% ~3.00 0.4472 0.6547 Loz O Signg‘igg;iva (0>
25% vs 75% ~6.00 -2.2361 0.0253 0.0760 No Signgli;;iva (p>
50% vs 75% -3.00 -1.7889 0.0736 0.2209 No Sig”g.igi;iva (p>
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Nota. Kruskal-Wallis global: p = 0.028. Ninguna comparacién alcanzo significancia

tras correccion de Bonferroni (@ = 0.05).

3.1.2.4. Evaluacion de la adhesion plaquetaria in vitro

La trombogenicidad definida como la capacidad de un material para inducir la
formacion de tromboembolias, depende de las interacciones entre las plaquetas y la
superficie del biomaterial. Este tipo de células sanguineas desempefian un papel clave
en la hemostasia, mediante diferentes procesos de adhesion, agregacion y liberacion
de mediadores bioactivos, mismos que se pueden ver influidos cuando las plaquetas
entran en contacto con ciertos biomateriales (Yim et al., 2007). En este sentido, es
importante mantener dichas interacciones sin activacion plaquetaria es fundamental

para garantizar la hemocompatibilidad de los ABs (Weber et al., 2018).

Este analisis se llevd a cabo mediante la el porcentaje de LDH que representa de
manera indirecta en la cantidad plaquetaria adherida al AB. Generalmente, la LDH que
se encuentra en la mayor parte de células sanguineas, pues se trata de una enzima
liberada después de la activacion de las plaquetas. De acuerdo con, Gassling et al.,
(2013) la adherencia plaquetaria depende de propiedades de los ABs, lo que influye en

la biocompatibilidad, asi como la hemocompatibilidad del mismo.

Los valores obtenidos a raiz de la evaluacién de adhesion plaquetaria, donde se observa
(Figura 12) que los ABs 25% de microesferas cuenta con un 31% de liberacion de
LDH, sugiriendo una adsorcion plaquetaria moderada. En comparacion con los ABs
de 50% que mostrd una adhesion superior, logrando un 40%, lo que indica un riesgo
de citotoxicidad con posibles repuestas trombogénicas. Los ABs 75% de microesferas
registra un valor de 27%, lo que refleja una menor actividad plaquetaria y por ende

mejor biocompatibilidad en relacion a los demas ABs.
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Figura 12
Adhesion plaquetaria in vitro medida por a partir de la liberacién de LDH en ABs.
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En cuanto al analisis estadistico, se aplicaron pruebas no paramétricas, a pesar que los
datos cumplieron con el supuesto de homogeneidad (Anexo 22), no se cumplié con el
supuesto de normalidad (Anexo 21). Por ello, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis,
mediante la cual se evidencié una diferencia significativa entre al menos dos
concentraciones de microesferas. Para identificar especificamente cuales
concentraciones diferian entre si, se empled la prueba de Dunn con correccion de
Bonferroni.

Los resultados presentados en la Tabla 5 muestran diferencias significativas entre las
concentraciones del 50% y 75%, siendo esta Ultima la que present6 un cambio notable
en la adhesion plaquetaria. No obstante, entre las concentraciones de 25% vs. 50% y
25% vs. 75% no se encontraron diferencias significativas. Estas variaciones podrian
atribuirse a diferencias microestructurales de los ABs. En este sentido, Ding et al.,
(2013) mencionan que un biomaterial cuya superficie cuente con mayor homogeneidad
y menor rugosidad tiende a reducir la adhesion celular, lo que explicaria el desempefio
de los ABs 75% de microesferas.

Sin embargo, la falta de correlacion con el ensayo de coagulacién sugiere que los

mecanismos de activacion plaguetaria observados no fueron suficientes para
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desencadenar cambios significativos en la cascada de coagulacion. Por ello, Gorbet
& Sefton, (2004) mencionan que la actividad plaquetaria local cerca de los
biomateriales, no siempre se traduce en cambios visibles en los ensayos de

coagulacion.

A nivel fisioldgico, este tipo de células sanguineas permanecen inactivas mientras no
se exponen al colageno subendotelial (capa interna de los vasos sanguineos) tras un
dafio vascular. Sin embargo, la adherencia de proteinas plasmaticas a la superficie del
biomaterial puede activarlas de manera no deseada, llevando a la liberacién de ADP,
reclutamiento de otras plaquetas y formacion de microtrombos. Ademas, los granulos
alfa plaquetarios liberan factores procoagulantes (polifosfatos) y mediadores
inflamatorios, exacerbando la respuesta trombética y la inflamacion local (Yim et al.,
2007).

Tabla 5. Prueba de Dunn para comparacion mdltiple de rangos de adhesion

plaquetaria.
. Di i valor ai j
Comparacion iferencia de Valor 7 p-valor p-valor ajustz:}do Interpretacion
rangos (Bonferroni)

No significativa (p >

25% vs 50% -3.00 -1.3416 0.1797 0.5391 0.05)
No significati

25% vs 75% -6.00 1.3416 0.1797 0.5391 ° SIgn:)ISZ;Na v
Sinificati

50% vs 75% -3.00 2.6333 0.0073 0.0219 o Iiaol\:)l) ¢

Nota. @ = 0.05. Correccion de Bonferroni aplicada. La diferencia 50% vs75%

sugiere que la microestructura de los ABs al 75% reduce la activacion plaquetaria.

3.1.3.  Verificar la viabilidad de los andamios biologicos de policaprolactona y

quitosano para futuros ensayos con lineas celulares.

3.1.3.1. Determinacion de la neutralizacion de los andamios biologicos
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En la neutralizacion de los ABs a diferentes concentraciones de microesferas,
consecuentemente se tomaron mediciones de pH de cada muestra en condiciones de
inmersion en agua destilada, presentando un valor promedio de
3.5 de pH correspondiente a los andamios bioldgicos, por lo tanto, los andamios se
sometieron a tratamiento con exposicion en una base fuerte de NaOH al 0.1 M durante
10 minutos, después de realizar lavamiento de los andamios con agua destilada,

obteniendo una neutralizacién del pH con un valor de 7.3.

Con el fin de ajustar el pH a condiciones fisioldgicas compatibles con tejidos vivos,
los andamios fueron sometidos a un tratamiento de neutralizacion mediante inmersion
en una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M durante 10 minutos.
Posteriormente, se realizaron lavados con agua destilada, logrando una neutralizacién

efectiva, con valores finales de pH en torno a 7.3, adecuados para medios biologicos.

En este sentido, Souza et al., (2023) estacan que el mantenimiento de un pH neutro en
biomateriales es fundamental para emular las condiciones de la matriz extracelular,
favoreciendo asi la adhesion, proliferacion y viabilidad celular. Por su parte, Sandle,
(2019) enfatiza que los ABs destinados a aplicaciones en cultivo celular o terapias
regenerativas deben presentar propiedades fisicoquimicas compatibles con el entorno

fisioldgico, incluyendo un pH neutro, para garantizar su funcionalidad y seguridad.

Por lo tanto, la neutralizacion se constituye como un paso esencial en la preparacion
de andamios bioldgicos, ya que garantiza su compatibilidad con medios celulares,
asegurando condiciones 6ptimas para estudios de regeneracion tisular o ensayos con

lineas celular.

3.1.3.2. Determinacion de la esterilidad de los andamios bioldgicos

Con base en los resultados obtenidos, se analizaron muestras de andamios biolégicos
(ABs) en tres condiciones: neutralizados y esterilizados (N-E), sin neutralizar y
esterilizados (SN-E), y se evalud la eficacia del proceso de esterilizacion mediante

irradiacion con luz ultravioleta (UV). Esta técnica fue seleccionada por su capacidad
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para inhibir el crecimiento microbiano sin generar residuos toxicos, lo que la convierte

en una alternativa adecuada para materiales sensibles como los biopolimeros.

La esterilizacion se llevd a cabo mediante exposicién directa a rayos UV durante 1
hora, tiempo determinado tras una estandarizacion del protocolo, considerando la
morfologia, rigidez y tamafio del material. Posteriormente, los andamios fueron
cultivados en placas con agar sangre (Anexo 10) con el objetivo de identificar posibles
contaminaciones microbioldgicas. No se evidencid crecimiento bacteriano, lo que
indica que el tiempo de exposicion empleado fue suficiente para garantizar la

esterilidad superficial de los ABs.

Evrova et al., (2019) sefiala que la eficacia de la irradiacion UV depende directamente
del tiempo de exposicion, recomendando un intervalo de 1 a 2 horas para asegurar una
desinfeccion eficiente. Sin embargo, advierte que exposiciones prolongadas podrian
alterar propiedades bioquimicas y estructurales, especialmente en biomateriales
elaborados con biopolimeros naturales. En esta linea, (Aboamer et al., 2023) destacan
que la sensibilidad de los andamios a la irradiaciéon UV aumenta con el tiempo de

exposicién, pudiendo comprometer su integridad estructural.

Asi mismo, Jafar et al., (2023) reportan que andamios elaborados con é&cido
polilactico (PLA) requieren hasta 12 horas de exposicion para una esterilizacion
efectiva, aunque esto conlleva una mayor tasa de degradacion y disminucion del peso
molecular. Por otro lado, Braghirolli et al., (2014) describen que los andamios de
PLGA presentan alteraciones morfologicas tras una exposicion UV entre 30 minutos

y 2 horas.

En este estudio, la exposicion de los ABs bajo 1 hora se mostro efectiva para lograr la
esterilidad sin evidenciarse cambios visibles en su morfologia. Sin embargo, es
importante considerar que el efecto de la irradiacion puede variar segun la composicion
y tamafio del andamio, por lo que futuras investigaciones deben profundizar en el
analisis de propiedades fisicoquimicas post-esterilizacion para garantizar su integridad

y funcionalidad en aplicaciones de regeneracion 6sea.

49



3.1.3.3. Inhibicién bacteriana

La actividad antimicrobiana en andamios biologicos (ABs) permite evaluar la
capacidad del biomaterial para inhibir el crecimiento de microorganismos indicadores.
Este parametro es fundamental en el desarrollo de materiales para regeneracion dsea,
ya que infecciones bacterianas pueden comprometer la integracion del implante. En
este estudio, se selecciond Staphylococcus aureus como modelo microbiano debido a
su relevancia clinica como patdégeno humano. Este microorganismo esta asociado a
infecciones dseas como la osteomielitis, la cual puede provocar necrosis y destruccion

tisular.

Para identificar el crecimiento microbiano, los ABs se expusieron a suspensiones
bacterianas y se empled resarzurina como indicador metabdlico. Este colorante
permite visualizar la viabilidad bacteriana mediante cambios de coloracién (Gong et
al., 2020). Este método, basado en microplacas, ofrece ventajas frente al recuento

tradicional en placa, como rapidez y menor demanda de recursos.

En la Figura 13 se observa la variacion de coloracion en las placas de cultivo, donde
se evidencia la inhibicion bacteriana en funcion de las concentraciones de microesferas
y las propiedades de los ABs. Los controles positivos (C+) y negativo (C-) validaron
los resultados. El mayor grado de contaminacion se registr6 en los AB-N/SE-B para
todas las concentraciones (25%, 50% y 75%), mientras que las zonas de inhibicion
mas marcadas (en al menos dos concentraciones) correspondieron a los AB-SN/E-M
y AB-SN/E-B. Esto podria deberse a las propiedades intrinsecas de los biopolimeros:

la rigidez aportada por el PCL y la actividad antimicrobiana del quitosano.
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Figura 13
Evaluacion de la inhibicién antimicrobiana mediante el ensayo de resarzurina.
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Nota. AB: andamios bioldgicos; N: neutralizados; SN: sin neutralizar; E: esterilizados;

SE: sin esterilizar; M: medio Muller Hiltone; B: microorganismo S. aureus.

Cabe destacar que S. aureus es un microorganismo Gram positivo resistente a pH >
4. Sin embargo, durante la fabricacion de los ABs, el uso de acido acético al 80% en
las soluciones poliméricas podria generar un microambiente &cido que afecte la
proliferacion bacteriana. Esto explicaria la coloracion rosada observada en algunos

ABs, incluso después de los procesos de esterilizacion y neutralizacion.

Los datos cumplieron con las pruebas de normalidad (p < 0.100) y homogeneidad
(p = 0.406), permitiendo aplicar un ANOVA y una prueba post hoc de Tukey (95%
de confianza). El analisis confirmd diferencias significativas entre las medias de
proliferacion bacteriana. En particular, los tratamientos AB-SN/E mostraron
diferencias estadisticas frente al control negativo, respaldando su potencial como

biomateriales con actividad antibacteriana.
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Figura 14

Prueba post hoc de Tukey
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Ademas, la Figura 14 revela que los AB-SN/E-M y AB-SN/E-B presentaron menor
proliferacion y dispersion bacteriana en comparacion con el control, lo que sugiere una
distribucion homogénea de los componentes activos. Segun Correa et al., (2015) este
efecto se atribuye a la sinergia entre los biopolimeros: el quitosano actia como agente

antimicrobiano, mientras que la matriz de PCL favorece la estabilidad estructural del

andamio.

Figura 15

Comparacion de la proliferacion bacteriana (%) en andamios bioldgicos bajo

diferentes condiciones de neutralizacién y esterilizacion.
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Nota. Datos cumplen normalidad (Shapiro-Wilk.p > 0.10) pero no
homocedasticidad (Levene p < 0.05).
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4.1.

CAPITULO IV — CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La estandarizacion del proceso de fabricacion permitié reducir el volumen de
mezcla polimérica y optimizar el tiempo de lixiviacion a 1-2 horas, sin
comprometer la integridad del biomaterial. Esta eficiencia metodoldgica,
sumada a la interaccion sinérgica entre PCL y QS, permiti0 superar las
limitaciones individuales de cada polimero. Como resultado, se obtuvieron
andamios con poros interconectados y propiedades que favorecen la
interaccion celular, al tiempo que se confirmd su biocompatibilidad y

hemocompatibilidad mediante ensayos biologicos.

Los resultados del ensayo de coagulacién evidenciaron que el incremento en la
concentracion de microesferas mejora la eficiencia hemostatica, alcanzando un
indice de coagulacién del 98% en andamios con 75% de porosidad. Sin
embargo, los ensayos de hemdlisis mostraron que Unicamente los andamios
con 25% de microesferas se mantienen dentro del umbral permitido por la
norma 1SO 10993-4:2017 (<5%), mientras que concentraciones superiores
generaron niveles de hemolisis elevados, indicando una posible citotoxicidad
hacia los eritrocitos. En cuanto a la adhesion celular, los andamios con 25% de
microesferas presentaron una retencion moderada de glébulos rojos y una
adhesion plaquetaria controlada (31% de liberacion de LDH), evidenciando un
comportamiento hemocompatible favorable.

Por otro lado, la neutralizacion con NaOH 0.1 M permitio ajustar el pH a
valores fisiologicos (~7.3), condicion esencial para asegurar la compatibilidad
con lineas celulares. La esterilizacion mediante irradiacion UV resulto efectiva
para eliminar contaminantes microbianos sin alterar la morfologia del
andamio. Finalmente, los ensayos de actividad antimicrobiana confirmaron la
inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus, atribuible a la accion
bactericida del quitosano, lo cual refuerza el potencial clinico de estos

biomateriales en contextos con riesgo de infeccion.
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4.2.

Los andamios bioldgicos (ABs) elaborados a partir de policaprolactona (PCL)
y quitosano (QS), mediante la técnica de lixiviacion de microesferas de gelatina
(100- 600 um), demostraron propiedades estructurales. La combinacion de
estos biopolimeros, uno sintético (PCL) y otro natural (QS), permitié obtener
estructuras porosas con interconectividad, facilitando procesos esenciales
como la migracién celular, la vascularizacion y el transporte de nutrientes.
Estas caracteristicas son fundamentales para inducir una nueva etapa de

regeneracion tisular.

Recomendaciones

Implementar técnicas de moldeo asistidas por agentes desmoldantes, con el
objetivo de preservar la integridad estructural de los andamios durante y

después del proceso de secado, evitando deformaciones o pérdidas de forma.

Reducir la acidez residual del andamio minimizando el uso de acido acético,
mediante la incorporacion de solventes alternativos compatibles con los
biopolimeros utilizados, lo que contribuiria a mejorar la biocompatibilidad del

material final.

Estandarizar los tiempos de incubacion segun el tipo de AB, con base en su
composicion, porosidad y aplicacion prevista, para asegurar condiciones

dptimas en futuras pruebas celulares o funcionales.

Evaluar y comparar distintas técnicas de esterilizacion (por ejemplo,
irradiacion UV, autoclave, 6xido de etileno), a fin de garantizar la asepsia del
biomaterial sin alterar su estructura porosa ni afectar el microambiente celular

necesario para su funcionalidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Estandarizacion de ABs a placas de 96 pocillos

Anexo 2. Valores de absorbancia obtenidos para determinacion del BCI.

Andamios con

diferentes . Solucién de indice de
. o s Celda vacia . .
concentraiones N° réplicas Muestra (Is) (10) referencia (lor) coagulacién
de (I (BCI)
microesferas

1 0.1695 0.052 82%

25% 2 0.1748 0.052 86%

3 0.1753 0.051 87%

1 0.1866 0.050 95%

50% 2 0.1873 0.049 0.2277 0.0841 96%

3 0.1825 0.049 93%

1 0.1911 0.051 98%

75% 2 0.1914 0.051 98%

3 0.1920 0.051 98%
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Anexo 3. Media y desviacion estandar del % BCI.

Andamios con

diferentes indice de .
i .. Desviacién

concentracione coagulacion estandar

s de (BCI)
microesferas

25% 85% 0.00025

50% 95% 0.00667

75% 98% 0.00674

Anexo 4. Concentracién hemolitica aplicada en ABs PCL/QS 25%, 50% y 75% de
microesferas
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Anexo 5. Valores de absorbancia obtenidos para determinacion del % Hemolisis.

[Hemoglobina] Control

Muestras N° réplicas + (Ir) Control - (o) % Hemolisis

(Is)
1 0.1823 3.29%
25% 2 0.1806 1.69%
3 0.1815 2.54%
1 0.1846 5.46%
50% 2 0.1858 0.2851 0.1788 6.59%
3 0.1868 7.53%
1 0.1994 19.38%
75% 2 0.1960 16.18%
3 0.1946 14.86%
Sangre 1 0.2851 100.00%

Anexo 6. Media y desviacion estandar del % Hemolisis.

% Desviacion
Muestras e . ,
Hemoalisis estandar
25% 3% 0.0080
50% 7% 0.0104
75% 17% 0.0232
Sangre 100% 0.0000
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Anexo 7. Valores de absorbancia obtenidos para determinacion del % Hemoglobina.

Muestras N° réplicas Muestra (Is) Normalizacion Factor de  [Hemoglobina] [Hemoglobina]

conversién g/dl mg/d|
1 0.2249 0.2294 6.74 6744.36
25% 2 0.2302 0.2347 6.90 6900.18
3 0.2163 0.2208 6.49 6491.52
1 0.2356 0.2401 7.06 7058.94
50% 2 0.2175 0.2220 294 6.53 6526.80
3 0.2296 0.2341 6.88 6882.54
1 0.2426 0.2471 7.26 7264.74
75% 3 0.2416 0.2461 7.24 7235.34
4 0.2555 0.2600 7.64 7644.00

Anexo 8. Media y desviacion estandar de la concentracion de hemoglobina.

[Hemoglobina] Desviacion

Muestras mg/dl estandar
25% 6712.02 206.24
50% 6822.76 271.06
75% 7381.36 227.93

Anexo 9. Valores de absorbancias obtenidos del porcentaje de liberacion de LDH

Control + (Ir)

[microesferas] ~ N°réplicas Sobrenadante (Is)  Normalizacion Control - (10) PRP + triton X- Liberacion de LDH
PRP +PBS 100 (%)
1 0.8835 0.0088 33%
25% 2 0.8876 0.0089 30%
3 0.8872 0.0089 31%
1 0.8679 0.0087 43%
50% 2 0.8712 0.0087 0009335 0.00782 41%
3 0.8790 0.0088 36%
1 0.8877 0.0089 30%
75% 2 0.8971 0.0090 24%
3 0.8916 0.0089 28%
Plasma 1 0.9335 0.0078 100%
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Anexo 10. Esterilizacion de ABs bajo 1h en luz UV.

ABs 25% ABs 50%

microesferas microesferas

ABs 75%

microesferas

AB
sN

AB

SN

Anexo 11. Resultados obtenidos para los supuestos de normalidad en el ensayo de
coagulacion in vitro mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

Porcentaje

a3

Grafica de probabilidad de Valor
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Anexo 12. Resultados obtenidos para los supuestos de homogeneidad en el ensayo de

coagulacion in vitro mediante la prueba de Levenne.

Prueba de igualdad de varianzas: Valor vs. Concentracién
Mualtiples intervalos de comparacién para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valorp 0,043

25.00% | | Prueba de Levene

Valorp 0455

E0.00% I |

Concentracion

75.00% }—{

T T T
[4] 2 4 ] 8 10 12

Silos intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Anexo 13. Resultados obtenidos para los supuestos de normalidad en el ensayo de

hemdlisis in vitro mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

Grafica de probabilidad de Valor

Mormal
a9
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a5 N 1z
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Anexo 14. Resultados obtenidos para los supuestos de homogeneidad en el ensayo de

hemdlisis in vitro mediante la prueba de Levenne.

Prueba de igualdad de varianzas: Valor vs. Concentracion
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples

Valorp 0358
25.00% }—{ Prueba de Lavene
Valorp 0.502
=y
o
o
m
=
= 50.00% |—|
=
o
=
o
(W]
75.00% I I
i) 2 4 a ] 10 12 14

5t los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Anexo 15. Estadistica descriptiva para la prueba de Kruskal-Wallis en la aplicacion

del ensayo de hemdlisis.

Valor
Concentracion N Mediana Clasificacion de medias z
25.00% 3 5038 30 -194
50.00% 3 51.42 40 -1.39
75.00% 3 5427 80 083
Control 3 100.00 11.0 250

General 12 6.5

Anexo 16. Prueba de Kruskal-Wallis aplicad en el ensayo de hemolisis.

Método GL ValorH Valorp

No ajustado para 3 9.46 0.024

empates
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Ajustado para empates 3 9.60 0.022

Anexo 17. Resultados obtenidos para los supuestos de normalidad en el ensayo de

adhesion de globulos in vitro mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

Grafica de probabilidad de Valor

Mormal

a3

Porcentaje
un
[=]

Media 4958
DesvEst. 3080
M 12
RJ 0.848
Valorp  <=0.010

Valor

140

Anexo 18. Resultados obtenidos para los supuestos de homogeneidad en el ensayo de

adhesion de globulos rojos in vitro mediante la prueba de Levenne.

25.00%

L0.00%

Concentracion

T5.00%

Prueba de igualdad de varianzas: Valor vs. Concentracion
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

1

2 3 4 5 [ 7 ] ] 10

Comparaciones multiples
Valorp 0902
Prueba de Lavene
Valorp 0948

5t los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,
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Anexo 19. Estadistica descriptiva para la prueba de Kruskal-Wallis en la aplicacién
del ensayo de adhesion de glébulos rojos.

Valor
Concentracion N Mediana Clasificacion de medias y4
25.00% 3 2.54 20 -2.50
50.00% 3 6.59 50 -0.83
75.00% 3 16.18 80 083
Control 3 100.00 11.0 250

General 12 6.5

Anexo 20. Prueba de Kruskal-Wallis aplicad en el ensayo de adhesion de glébulos

rojos

Meétodo GL ValorH Valorp

No ajustado para empates 3 10.38 0.016

Ajustado para empates 3 10.53 0.015
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Anexo 21. Resultados obtenidos para los supuestos de normalidad en el ensayo de

adhesion plaquetaria in vitro mediante la prueba de Shapiro-Wilk

Porcentaje
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Anexo 22. Resultados obtenidos para los supuestos de homogeneidad en el ensayo de

adhesion de adhesion plaguetaria in vitro mediante la prueba de Levenne.

Prueba de igualdad de varianzas: Valor vs. Concentracion
Mltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0,05

25.00% - | |

50.00% I I

Concentracion

T5.00% 1 | |

a 2 4 [ -] 10 12 14 16 18

Comparaciones multiples
Valor p 0.437
Prueba de Lavene
Walor p 0638

5l los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes.

Anexo 23. Estadistica descriptiva para la prueba de Kruskal-Wallis en la aplicacion

del ensayo de adhesion plaquetaria.

Valor
Concentracién N Mediana Clasificacion de medias z
25.00% 3 50.38 3.0 -1.94
50.00% 3 51.42 40 -1.39
75.00% 3 54.27 8.0 0.83
Control 3 100.00 11.0 250

General 12 6.5
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Anexo 24. Prueba de Kruskal-Wallis aplicad en el ensayo de adhesion plaquetaria.

Método GL ValorH Valorp
No ajustado para 3 9.46 0.024
empates

Ajustado para empates 3 9.60 0.022

Anexo 25. Resultados obtenidos para los supuestos de normalidad en el ensayo de

inhibicidn antimicrobiana mediante la prueba de Shapiro-Wilk

Grafica de probabilidad de Proliferacion (%)

Mormal
a9
Media 80,02
Desw Est. 16.26
a5 ] 14
RJ 0955

Valorp =000

Porcentaje
i
[=]

40 E14] &0 T0 BO a0 100 110 120

Proliferacion (%)
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Anexo 26. Prueba de Homogeneidad mediate la prueba de Levenne aplicado al

ensayo de inhibicién antimicrobiana.

Estadistica Valor

Meétodo de prueba p
Comparaciones — 0.000
multiples

Levene 1.09 0.406

Las muestras se excluyen de las pruebas si sus desviaciones estandar son 0 o

valores

faltantes.

Anexo 27. Resultados obtenidos para los supuestos de homogeneidad en el ensayo de

inhibicidn antimicrobiana mediante la prueba de Levenne.

Prueba de igualdad de varianzas: Proliferacion (%) vs. Muestra
Mualtiples intervalos de comparacién para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples

AB-NEB]  F——— Valorp  0.000

Prueba de Levene
Valorp 0408

as-nEm{ H

Muestra

AB-SN/E-B i |

AB-SN/SE-B I 1

T T T T T
a 10 20 30 40 E11] 50 T0 BO a0

St los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Anexo 28
Protocolo aprobado por el Comité de Etica de la Investigacidn en Seres Humanos

CEISH-FCS-UTA 090-CEISH-UTA-2025, con codigo 090-CEISH-UTA-2025.
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UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

% COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

CEISH-UTA

Ambato, 12 de junio de 2025
COD. 090-CEISH-UTA-2025
Sra. PhD.
Lorena de los Angeles Nufiez Villacis
INVESTIGADORA PRINCIPAL,
UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO (UTA)

ASUNTO: CARTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION
De nuestra consideracidn

Pormediodel presentey unavezrevisado el protocolo de investigacion con el Tema “Desarrollo de modelos celulares
tridimensionales para investigacion biomédica y medicina regenerativa” presentado por usted en calidad de
Investigadora del mismo, que fuera ingresado al Comité de Etica para la Investigacidn en Seres Humanos — UTA, se
comunica que fue APROBADO para su ejecucion, en los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato, con la participacidn de investigadores de la UTA,
de la Universidad San Francisco de Quito y la Universidad Técnica Particular de Loja, con fecha 29 de mayo de 2025,
por cuanto cumple con los requisitos y normas establecidas por el reglamento de este Comité, en lo metodoldgico,
ético y legal. El codigo asignado es 090-CEISH-UTA-2025

Como respaldo de lo indicado, reposan en los archivos del CEISH-UTA, tanto los requisitos presentados por la
investigadora, asi como también los formularios empleados por el comité para la evaluacién del mencionado
proyecto.

Ental virtud, los documentos aprobados por el CEISH-UTA que se adjuntan en fisico a la presente carta de aprobacién
son los siguientes: copia del protocolo de investigacion tema “Desarrollo de modelos celulares tridimensionales
para investigacion biomédica y medicina regenerativa”, Versidén 1, con 26 paginas, incluido el formulario de
Consentimiento informado, Carta de interés, carta de no conflicto de intereses, carta de responsabilidad del
investigador e informe de evaluacién aprobado el 29 de mayo de 2025.

Cabe indicar que la informacidn presentada es de responsabilidad exclusiva de la Investigadora del proyecto, Lorena
de los Angeles Nufiez Villacis, quien asume la veracidad, originalidad y autoria de estos.

Asi, también, se recuerda las obligaciones que Lorena de los Angeles NUfiez Villacis, Investigadora del proyecto debe
cumplir durante y después de la ejecucion del proyecto con el tema “Desarrollo de modelos celulares
tridimensionales para investigacion biomédica y medicina regenerativa” a realizarse en los laboratorios de la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, ubicados en la UTA, con la participacion de
investigadores de la UTA, de la Universidad San Francisco de Quito y la Universidad Técnica Particular de Loja.

e Informar al CEISH- UTA la fecha de inicio y culminacién de la investigacion.

e  Cumplirtodas las actividades que le corresponden como investigador, asi como las descritas en el protocolo
con sus tiempos de ejecucion, segin el cronograma establecido en dicho proyecto, vigilando y respetando
siempre los aspectos éticos, metodoldgicos y juridicos aprobados en el mismo.

e Aplicar el consentimiento informado a todos los participantes, respetando el proceso definido en el
protocolo y el formato aprobado.

e Al finalizar la investigacion, entregar al CEISH-UTA el informe final del proyecto y el enlace de la(s)
publicaciéon(es) en caso de que se realicen.

Atentamente,

Firmdo el ectroni canente por

SRORI STINA AL EXANDRA
g ARTEAGA ALNEl DA

Fi rmado el ect r 6ni cament e por
Al DA FABI OLA

SAGU LAR SALAZAR ﬁvaudav Gni canente con Fi r maEC
H B¥val i dar dni canente con Firmec O Ry
R ey
Dra. Aida Fabiola Aguilar Salazar Cristina Alexandra Arteaga, PhD

PRESIDENTE CEISH — UTA SECRETARIA - CEISH - UTA

e y

®


http://www.uta.edu.ec/
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