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2 Abreviaturas

PCL poli (e-caprolactona)

COL colagena

EPI epicatequina

MUBIS muestras bioldgicas

CA  acetato de celulosa

PVP poli (vinil pirrolidina)

SEM Muicroscopia electrdnica de barrido

ATR- FTIR Espectroscopia infrarroja atenuada por transformada de Fourier
DSC Calorimetria diferencial de barrido

Tg Temperatura de transicion vitrea

Tm Temperatura de fusién

TGA Analisis termogravimétrico

DRX Difraccion de rayos X

Re NUmero de Reynolds

p Densidad (kg.m™)

lo longitud de célculo

E coeficiente de proporcionalidad o mddulo de elasticidad o modulo de Young
o Tension

¢ Deformacion

tg a Tangente del angulo «
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3 Introduccion
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que las enfermedades cardiovasculares se
encuentran entre las principales causas de muerte en el mundo, debido a factores como la
inactividad fisica, la dieta poco saludable, el consumo de tabaco y la elevacion de la glucosa en
sangre [1]. La principal complicacion dentro de estas patologias es la cardiopatia isquémica debido
a la muerte de las células por la disminucion del flujo sanguineo y de la cantidad de oxigeno, lo
que provoca gradualmente una cicatriz fibrética que disminuye la continuidad de los latidos del

corazon, reduciendo la capacidad de bombeo de la sangre hacia todo el cuerpo[2][3].

Una de las principales soluciones de la patologia de la cardiopatia isquémica es el trasplante de
corazon. Sin embargo, por la escasez de 6rganos, este proceso resulta ser inconveniente[3]. Otras
alternativas son los dispositivos de asistencia mecanica y los farmacos, pero implican varios
riesgos, siendo la resincronizacién biventricular, el mayor de ellos, que se produce en el 20-30%
de los pacientes [3]. Se estan explorando métodos alternativos, como la tecnologia de células
madre, para revertir la enfermedad mediante la regeneracion del tejido dafiado[4,5]. Esta técnica
consiste en sustituir los cardiomiocitos muertos por cardiomiocitos derivados de células madre
pluripotentes y reducir al méximo la angiogénesis en la region infartada del miocardio[6,7],para lo
cual, es necesario generar un andamio (sustrato que imita la matriz extracelular (ECM) de un
organo o tejido). Las técnicas que existen para la generacion de andamios son: la bioimpresion, el
autoensamblaje de nanofibras, liofilizacion, el espumado con gas, la lixiviacién con

disolventes/particulas, la separacion de fases por induccion térmica y el electrohilado[4,8].

El electrohilado es una técnica en la que se obtienen fibras a tamafio de nanoescala con
orientaciones espaciales aleatorias o especificas, con grandes areas de superficiales y geometrias
de poros controladas que consiste en un capilar a través del cual se expulsa una disolucién
polimérica y, debido a un determinado diferencial de potencial, las fuerzas eléctricas superaran las
fuerzas de tension superficial en la disolucion del polimero y de esta manera saldra un chorro que
se moveréa en direccién del campo eléctrico, el cual se elongara; el disolvente se evaporara y los
segmentos de fibras seran depositados en un sustrato[9]. Ademas, el electrohilado ofrece la
posibilidad de controlar la composicion, la estructura y las propiedades mecéanicas del andamio.
Los andamios con nanofibras electrohiladas pueden guiar la adhesién, la alineacion, la infiltracién
y la diferenciacion de las células porque se pueden controlar los parametros de proceso[10]. Los
principales parametros de proceso son: rapidez de flujo, el diferencial de potencial y la distancia

entre la punta de la aguja y el colector[9]. Una ventaja de esta técnica es que producen andamios
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porosos tridimensionales que contienen estructuras similares a la matriz extracelular natural[11].
Ademas, para la produccion de nanofibras se puede utilizar una gran variedad de soluciones
poliméricas [12]. Por lo tanto, el electrohilado es una de las mejores alternativas para desarrollar

sistemas de regeneracion de tejidos cardiovasculares [13].

La ingenieria de tejidos cardiacos ha utilizado polimeros sintéticos y naturales para fabricar
andamios electrohilados. Los biomateriales deben tener tasas de degradacion ajustables teniendo
en cuenta la evolucion patoldgica del infarto, (durante 24 min se produce un dafio celular
irreversible; a los dos dias se produce necrosis coagulativa y, finalmente, a las siete semanas surge
la fibrosis completa y el proceso de cicatrizacion [14]), una porosidad éptima, biocompatibilidad
y propiedades elastoméricas [15]. Existe una preferencia por el uso de la poli (g-caprolactona)
(PCL) en aplicaciones biomédicas, especificamente en la ingenieria de tejidos vasculares. Este
poliéster alifatico tiene beneficios significativos, tales como, biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Este compuesto esta aprobado por la administracion de alimentos y
medicamentos (FDA), tiene una alta tenacidad y cinética de degradacion modificable que es una
ventaja sobre otros biopolimeros [16-18]. Ademas, este polimero es hidrofobico, lo que puede ser
considerado una desventaja [19], por lo tanto, para resolver el problema, se ha mezclado PCL con
colageno. El colageno es un material hidrofilico y citocompatible [20], existen diferentes tipos pero
el mas abundante en los mamiferos es el colageno de tipo I, que es de donde se realiza la extraccion,
este tipo de colageno es versatil debido a su estructura jerarquica que se compone de tres cadenas
polipeptidicas, cada una de las cuales contiene una 0 mas regiones caracterizadas por la repeticion
del trimero (Gli-X-Y), donde (X) e (YY) pueden ser prolina e hidroxiprolina[21,22].

Tashakori et al. [23] descubrieron que la aplicacion de un andamio de colageno-carbono en la zona
afectada por la isquemia miocéardica protege el tejido cardiaco de las lesiones, en comparacion con
el corazdn no tratado. También se ha observado que el andamio de colageno/quitosano utilizado
en la ingenieria del tejido miocardico presenta una alta porosidad y excelentes propiedades
mecanicas, asi como biocompatibilidad. En lo que respecta a la ingenieria de tejidos miocardicos,
se han fabricado andamios de poli (e-caprolactona) con una disposicion de microfibras orientadas
al azar y alineadas en paralelo, que demuestran un papel dominante de la anisotropia del andamio
gue mantiene la organizacion y la funcion contréctil de los cardiomiocitos humanos derivados de
células madre pluripotentes [24]. Un sustrato con poli (e-caprolactona) /gelatina/quitosano muestra

buenas propiedades para ser aplicado en células madre humanas cultivadas en laboratorio[8]. Los
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avances en este campo implican la incorporacion de componentes bioactivos en los sistemas de
andamios, como los polifenoles, que podrian formar interacciones quimicas con los biopolimeros

o las proteinas para mejorar las actividades bioldgicas de los materiales[25].

Entre los polifenoles mas utilizados se encuentra la epicatequina, que ha suscitado un gran interés
en la comunidad debido a su actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antitumoral
y cardioprotectora; también se ha demostrado que la epicatequina ejerce efectos renoprotectores al
contribuir al equilibrio del estado redox celular[26]. EIl uso de la epicatequina y de productos
reticulados con coladgeno parece ser positivo para la terapia endodontica regenerativa[27]. Se ha
sugerido que la posicion de los grupos hidroxilos en su estructura molecular es un factor crucial
para su actividad antioxidante[28]. Castillo-Ortega et al., realizaron la caracterizacion quimica,
mecanica, térmica y morfoldgica de membranas con poli(vinilpirrolidona), acetato de celulosa,
evaluaron la tasa de liberacién de epicatequina y abrieron el camino al uso potencial del
flavonoide[29]. Se descubrié que el consumo de chocolate negro (con alto contenido en
flavonoides) disminuia el riesgo de cardiopatia isquémica[30]. Se ha demostrado
experimentalmente que la cascara del cacao es una fuente rica en flavonoides y alcaloides, con las

epicatequinas y la teobromina como principales compuestos[31].

Las técnicas de aislamiento y cultivo de cardiomiocitos han tenido una importancia fundamental
como herramienta para el estudio y la ampliacion del conocimiento de la fisiologia y las
enfermedades cardiacas[32]. Se han estudiado varios progenitores/células madre, como los
mioblastos esqueléticos, las células madre mononucleares de la médula dsea adulta, las células
madre mesenquimales y las células madre pluripotentes inducidas en humanos[33]. Aunque el
embrion de pollo ha sido el modelo animal mas estudiado, ya que su desarrollo, anatomia y
fisiologia es muy similar a la del feto humano y las etapas del desarrollo embrionario del pollo se
han establecido desde 1951 sin dejar de lado el bajo costo que implica [34]. En este trabajo se
propone fabricar andamios de PCL, PCL-COL, PCL-EPI y PCL/COL/EPI mediante la técnica de
electrohilado, evaluando los efectos de la epicatequina y el colageno en las células embrionarias

cardiacas del corazon de pollo que se monitorizan mediante un sistema de imagenes macroscopicas.
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4 Marco Tedrico

4.1 Corazon.
El corazon es un 6rgano muscular con una geometria conica, que se localiza en la cavidad toracica
entre los pulmones. El tamario es aproximadamente entre 13-15 cm de largo, 9-10 cm de ancho y
6 cm de espesor, mientras su peso esta entre 250-300 g en adultos. Esta formado por dos bombas
musculares (los ventriculos izquierdo y derecho). Cada bomba tiene su propio depdsito (las

auriculas izquierda y derecha) ( Fig. 1)[35].

Corazon normal Doble entrada ventricular
izquierda

Posicion
de
grandes
vasos
invertida

Ambas auriculas
conectadas al
ventriculo

Ventriculo

derecho Ventriculo

izquierdo

izquierdo

Fig. 1 Corazon en general

Cada una de las dos bombas sirve a una circulacién distinta. Una célula sanguinea tipica fluye
primero por una circulacion y luego pasa a la otra. El ventriculo derecho es la bomba de la
circulacién pulmonar. La sangre es bombeada a los pulmones, donde toma oxigeno y se desprende
del dioxido de carbono y luego vuelve a la auricula izquierda del corazon. Esta sangre penetra
entonces en el ventriculo izquierdo. El ventriculo izquierdo es la bomba de la circulacion sistémica.
La sangre es bombeada desde €l al resto del organismo. En los tejidos del cuerpo se intercambian
nutrientes y productos de desecho. La sangre (que ahora transporta menos oxigeno y mas dioxido
de carbono) vuelve a la auricula derecha y de alli al ventriculo derecho ( Fig. 2)[35].

CIRCULACION
PULMONAR

CIRCULACION
GENERAL O L -
MAYOR Arteria
Resto
el cuerpo

Fig. 2 Auriculas, izquierda roja, derecho azul.
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Las paredes del corazdn consisten en tres distintas capas (Fig. 3). 1) Pericardio: que es la cubierta
que a manera de saco protege, aisla y mantiene las condiciones 6ptimas para que el corazén pueda
movilizarse libremente durante sus contracciones[36]. 2) Miocardio: Es la capa del musculo
cardiaco que constituye la masa muscular del corazon y es responsable de la contraccion y
relajacion del ventriculo y auriculas, se compone principalmente de miocitos[37]. Y 3) Endocardio:
La membrana suave de las células endoteliales que cubren las cavidades interiores del corazén, los

ventriculos, auriculas y valvulas del corazon[37].

Pericardio

parietal Pericardio
visceral
(epicardio)

Miocardio

Endocardio Cavidad

pericardica
Fig. 3 Paredes del corazon.
4.2 Miocitos

Los miocitos son un tipo de musculo estriado especializado; son células alargadas que forma hileras
que se anastomosan de manera irregular; en el adulto tienen un didmetro de 15 a 20 um y alrededor
de 100 um de longitud, para fines practicos cabe mencionar que los miocitos auriculares son méas
pequefios que los ventriculares, las principales caracteristicas que los distinguen de las fibras

musculares esqueléticas son[36]:

e Poseen s6lo uno o dos nucleos de localizacion central
e Presencia de discos intercalares

e Carecen de células madre o satélites.

Cada célula miocéardica contiene numerosas miofibrillas, que son cadenas largas de sarcomeras
independientes, las unidades contractiles fundamentales de la célula. Cada sarcomera esta integrada
por dos grupos de filamentos de proteinas contractiles sobrepuestos: miosina y actina. Las
interacciones bioquimicas y biofisicas que ocurren entre estos miofilamentos producen la

contraccion muscular[14].
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4.3 Elciclo cardiaco
El ciclo cardiaco se puede dividir en sistole y diastole. La sistole es el proceso de expulsion de la
sangre hacia la circulacion. La diastole, en complemento, corresponde al proceso de llenado
ventricular. Desde el punto de vista hemodindmico, la sistole comienza cuando se cierran las
valvulas auriculoventriculares porque en ese momento empieza la contraccion ventricular. En su
inicio, la contraccion es isovolumeétrica, es decir, aumenta la presion intracardiaca pero no varia el
volumen puesto que, tanto las valvulas auriculoventriculares como las sigmoideas, permanecen
cerradas. La diastole principia con el cierre de las valvulas sigmoideas; en ese momento el
ventriculo empieza a relajarse en un proceso de succion que, teleolégicamente hablando, sirve para

el llenado ventricular (Fig. 4)[36].

o Primer ruido cardiaco por aumento
i Lr’:c?on de presion interventricular
contraccién 'SOVU etrica PEero sin eyt eccion de sangr@
auricular - ¢
F resion ventricular \.ence
3 E >20 mm/Hg - <80 mm/H ‘
Contraccion de las auriculas ._ AngQm-]ndO 9
terminando de llenar los - —
ventriculos,

Fig. 4 Ciclo cardiaco.

Preslon \anl'lCUidr
>20 mm/Hg
Aumentado )

Eyecclon

Presion ventricular vence
la de las valvulas semilunares
y expulsa la sangre.

[ Presion ventricular |
>80 mm/Hg
A =

Relajacion
isovulmetrica

Disminuye la presion ventricular
proxocando el segundo ruidlo cardiaco
por el cierre de valvulas semilunares.

Llenado rapido
de ventriculos

La presion ventricular disminuye mas

que la presion auricular por lo que

se abren las valvulas AV.

Pxesu)n ventricular )
>80 mm/Hg

qumxnuy endo )

("Presion ventricular ‘
| >20 mm/Hg ‘

4.4 Infarto de Miocardio.
El infarto de miocardio es el episodio méas frecuente y también el mas grave (excluida la muerte
subita) de la cardiopatia isquémica. El infarto del miocardio suele comenzar con un dolor semejante
al de la angina, que se prolonga en el tiempo hasta mas de media hora, tiene mayor intensidad, y
suele ir acompafiado de sudoracion, decaimiento, nauseas o vomitos. Este cuadro es caracteristico
en los hombres. En las mujeres puede ser un cuadro diferente que a veces no se conoce como
infarto. El infarto se produce cuando una arteria coronaria se obstruye totalmente, en la mayoria de
los casos, por un coagulo de sangre que se forma sobre una placa de ateroma que se ha roto por
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diversas circunstancias. En la mayoria de las ocasiones es un acontecimiento inesperado, si bien

suele ocurrir en pacientes con varios factores de riesgo coronario no controlados[38].

Ademas de sus clasificaciones clinicas, los infartos pueden describirse desde la perspectiva
patoldgica por la extension de la necrosis que producen al interior de la pared miocardica. Los
infartos transmurales abarcan todo el grosor de la pared miocardica y derivan de la oclusién
prolongada total de una arteria coronaria epicardica. Por el contrario, los infartos subendocardicos
afectan de modo exclusivo las capas mas internas del miocardio. El subendocardio es en particular
susceptible a la isquemia puesto que es la zona sujeta a la mayor presién generada por la cavidad
ventricular, cuenta con pocas conexiones colaterales para su irrigacion, y estéa perfundido por vasos

que deben pasar por las capas de miocardio en contraccion[14].

4.5 Evolucion patolégica del infarto
Las alteraciones fisiopatolégicas que acontecen durante un IM ocurren en dos fases: cambios
tempranos en el momento del infarto agudo, y cambios tardios durante el proceso de cicatrizacion

y remodelamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Evolucién patoldgica del infarto [14]

Tiempo Evento

Cambios tempranos

la2min Decrecimiento de los niveles de ATP; pérdida de la contractilidad

10 min Disminucion de 50% del ATP; edema celular, disminuciéon del potencial de membrana y
susceptibilidad a arritmias

20 a 24 min Dafio celular irreversible

la3h Miofibrillas onduladas

4al2h Hemorragia, edema, inicio de la infiltracién por PMN

18a24h Necrosis coagulativa (nicleos picnéticos con citoplasma eosinofilico), edema

2 a4 dias Necrosis coagulativa total (pérdida de nicleos o estriaciones, circundada por tejido hiperémico);

aparicion de monocitos; infiltracion maxima de PMN

Cambios tardios

5a7dias Reblandecimiento amarillo para la resorcion del tejido necrético por macréfagos
> 17 dias Formacion de tejido de granulacion, remodelamiento ventricular

7 semanas Proceso completo de fibrosis y cicatrizacion

ATP, trifosfato de adenosina; PMN, leucocitos polimorfonucleares




4.6 Métodos diagnosticos de la cardiopatia isquémica
Por lo general, es posible saber, de una manera sencilla, si un enfermo sufre una angina o un infarto
de miocardio, por el tipo de molestias que refiere (incluido un andlisis detenido de los factores de
riesgo) pero, para un diagnéstico de seguridad, son necesarias pruebas especiales que, por otra
parte, nos proporcionan informacion util con referencia al grado de severidad de las lesiones
coronarias, asi como a la extension de las lesiones y a los diversos métodos terapéuticos a emplear

en cada caso[38].

4.7 Electrocardiograma
El corazon produce una pequefia corriente con cada latido, corriente que se puede registrar
mediante un aparato que se llama electrocardiografo, en el que se produce un grafico, que se
denomina electrocardiograma (ECG). EI ECG se obtiene conectando los cables del
electrocardidgrafo a la piel del paciente mediante unas placas metélicas o pegatinas (electrodos),
que se sujetan a las mufiecas, piernas y al pecho del enfermo. Esta prueba permite hacer el
diagnostico de la mayor parte de los infartos de miocardio, asi como los trastornos de ritmo

acompariantes[38].

El ECG es la representacion grafica de los cambios eléctricos que se producen en el miocardio
durante el ciclo cardiaco. Las distintas ondas, su denominacién y su correspondencia con el ciclo

cardiaco se resumen en la Fig. 5.

a) Ritmicidad: Establecer si el trazado es 0 no ritmico.

b) Actividad auricular organizada: detectar la presencia de actividad sinusal (ondas P) o no
(ondas auriculares no sinusales, ondas f u ondas F).

c) Intervalo PR: valorar si es normal (120-210 ms) o, en su defecto, si es corto o largo.

d) Complejo QRS: analizar si es de duracion normal o aberrante (si es superior a 100-120
ms), evaluar el voltaje (bajo 0 aumentado) y la presencia de ondas Q patoldgicas.

e) Repolarizacion: valorar la normalidad del segmento ST (descendido o ascendido) y de las
ondas T (bien picudas, o invertidas simétricas o invertidas asimétricas).

f) Intervalo QT: valorar si es normal o, en su defecto, largo o corto.

La toma del electrocardiograma de 12 derivaciones en pacientes con dolor torécico es clave desde
los primeros 10 min del primer contacto, para identificar la elevacion del segmento ST y plantear
una estrategia de reperfusion temprana. Si existen cambios en la region inferior la toma de 16

derivaciones (dorsales y derechas) permite identificar la parte del ventriculo derecho. Cuando los
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datos del electrocardiograma no son claros se recomienda repetirlo cada 5 o0 10 min. De acuerdo
con los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud para infarto y la redefinicion de la
Sociedad Europea de Cardiologia y el Colegio Americano de Cardiologia, los datos
electrocardiogréaficos considerados sugestivos de infarto son cambios del segmento ST o aparicion
de onda Q en por lo menos dos derivaciones contiguas para hacer el diagnostico. Aunque el
electrocardiograma tiene limitaciones por la presencia de falsos positivos (hipertrofia ventricular,
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— R
&= Linea p T
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Fig. 5 Esquema electrocardiografico del ciclo

sindromes de preexcitacion, alteraciones electroliticas, miocarditis, pericarditis, cardiomiopatias,
y otros) asi como falsos negativos; es de gran ayuda en el inicio de los sintomas, ya que los cambios
electrocardiograficos preceden a las manifestaciones clinicas y a la elevacion de marcadores de
necrosis miocardica, por lo que se considera el Unico elemento inmediato que apoya el diagnostico

clinico[36].

4.8 Radiografia de torax
Es una exploracion que permite obtener por medio de rayos X la imagen del corazon para valorar
el tamarfio de las cavidades, la aorta, estado de los pulmones, la existencia de derrame pleural, de
edema intersticial, o de edema de pulmon. Es un procedimiento muy clésico, que da informacion
atil, aunque no sirva para el diagndstico de la angina, ni del infarto, pero si para otras patologias

como la insuficiencia cardiaca o las valvulopatias[38]
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4.9 Andlisis de laboratorio
El andlisis de sangre es otra prueba sencilla que puede dar informacion de los niveles de ciertas
sustancias presentes en la sangre: la glucosa elevada [diabetes], el colesterol, proteina reactiva C y

determinadas enzimas nos pueden ayudar al diagndéstico de enfermedad coronaria[38].

4.10 Ecocardiograma
Esta basada en el empleo de los ultrasonidos, una especie de radar que nos dibuja exactamente
como son las cavidades cardiacas: auriculas, ventriculos; asi como las valvulas, tamafio, grosor,
etc. [38]. Con ecocardiografia bidimensional y Doppler se pueden identificar alteraciones en la
movilidad regional y global de ambos ventriculos, conocer la extension y localizacion del infarto,
la funcion biventricular, cardiopatias asociadas, complicaciones mecanicas, derrame pericardico,

datos de taponamiento cardiaco, trombos intracarvitarios[36].

4.11 Ingenieria de Tejidos.
La regeneracion del tejido dafiado debido a infarto al miocardio puede llevarse a cabo mediante la
ingenieria de tejidos. Esta es una disciplina cientifica dirigida a la restauracion de tejidos vivos
dafados por enfermedad o por accidente, cuando la magnitud del dafio supera a la capacidad de
respuesta de nuestro organismo. La principal meta de la ingenieria de tejidos incluye reparar tejidos
que estan dafiados o quedaron fuera de uso como resultado de una anormalidad congénita. Esta
disciplina, mediante el cultivo controlado de células, pretende contribuir a regenerar los tejidos,
para lo cual se ayuda de estructuras artificiales llamados andamios. La ingenieria de tejidos actla
mediante la combinacién de células del cuerpo con andamios de biomateriales altamente porosos,
los cuales actian como moldes y soportes para el crecimiento o proliferacion de la regeneracion de
tejido; sus funciones principales son sostener a las células y guiar el crecimiento de tejido

nuevo[39].

4.12 Andamios.
Un andamio es un substituto que provee una plataforma estructural para un nuevo microambiente
celular que soporta la nueva formacion de tejido. Esto permite la adhesion, migracion,
diferenciacion y organizacion de las células[40]. En la ingenieria de tejidos para la regeneracion
de tejido infartado se han utilizado diversas técnicas para la realizacion el andamio, asi como varios

biomateriales que se pueden ver en la Tabla 2 y Tabla 3.
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Tabla 2. Técnicas de fabricacién del andamio para tejido infartado.

Técnicas de fabricacién del

andamio.

Ventajas

Limitaciones

Descelularizacion
de tejidos y 6rganos
[41].

Matriz extracelular pura.
Estructura a nivel
micrométrico y nanometrico

igual al tejido a reparar.

Células

inmaduras con una matriz

madura.
Protocolos de descelularizacién no
uniforme.
Sin

descelularizacion.

estandares de éxito en la

Composicion de la muestra variable.

Electrohilado [41].

Diversidad de materiales y
solventes.

Control de la morfologia de la
fibra.
Fabricacion de la fibra a

escala macro o nano.

Se requieren que los polimeros y los
solventes sean conductores.

Es necesario alto voltaje para la
formacion de la fibra.

Para la reproduccion de la fibra se
requiere un adecuado control del

ambiente.

Impresion
3D[42]

en

Se obtiene una estructura
detallada del andamio.
Alta

interconexion de los poros.

calidad en la

Reproducibilidad.

El tamafio de poro depende de la
resolucion de la impresora.

Alto costo.

En la ingenieria de tejidos para la regeneracién de tejido cardiaco se utilizan principalmente tres
tipos de células, puesto que son las que constituyen las tres paredes del corazén (endocardio,
miocardio y pericardio): células endoteliales y cardiomiocitos [2]. Las de especial particularidad
son los cardiomiocitos que son células musculares que constituyen el miocardio de ambos
ventriculos y auriculas, ademas de ser las afectadas debido a un infarto cardiaco. Muestran
estriaciones como los mioblastos, pero a diferencia de las células esqueléticas multinucleadas, estas

solo contienen un ndcleo. Los cardiomiocitos tienen una alta densidad mitocondrial mas que todas
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las células del cuerpo, lo que les permite producir rapidamente ATP (trifosfato de adenosina), que

permite una alta resistencia a la fatiga. Ademas, pueden extraer mas del doble de oxigeno de la

sangre a comparacion de otras células del cuerpo, pues contienen mioglobina en abundancia[37].

Tabla 3. Biomateriales para tejido infartado.

Biomateriales
Hidrogeles [2]

WENETES

Naturales, sintéticos o una mezcla.

Desventajas

Es vulnerable a que se fracture

La inyeccion de las células es “in | antes de la formacion del
situ”. tejido.
La respuesta inmune es eliminada.

Poli (acido glicolico) PGA | Enel cuerpo se degrada en glicina, | Es propenso a dilatacion

[43]

se puede excretar por la orina o
convertirse en dioxido de carbono
y agua por el ciclo de &cido citrico.
Presentan baja incidencia de
aneurisma, probablemente debido
a la baja razon de degradacién del
andamio.
Andamios  tubulares  pueden
soportar musculo liso vascular y

células endoteliales.

aneurismatica y ruptura.

Alto modulo de tension y
cristalinidad.

Es menos soluble en solventes

organicos.

Poli (4cido lactico-co-

glicolico) PLGA [43]

Buenas propiedades mecanicas
Biocompatible
Soluble en solventes organicos

comunes

Apenas se esta probando

Poli (4cido lactico) [43]

Se degrada por hidrolisis por el
mecanismo de erosion en masa por
Se

degrada en acido lactico como un

escision al azar del éster.

bioproducto normal metabélico del

cuerpo  humano, que  se

descomponen en agua y didxido de

Alto esfuerzo de tension, baja
extension y alto modulo.

Baja citocompatibilidad
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carbono, por via ciclo del acido

citrico.
Poli ( é&cido lactico-co- Se puede variar la razon de | No hay buena proliferacion
caprolactona) [43] (PCL/PLGA) para obtener las @ Pobres propiedades
mejores propiedades. mecénicas
Poli (p-dioxanona) Se degrada completamente Apenas se esta probando
El reemplazo es viable
Polimeros naturales = Poseen una estructura similar al | Tienen bajas propiedades
(Colageno, fibrina, alginato, | componente de la  matriz | mecénicas.

matrigel, acido

hialuroénico) [40]

guitosano,

extracelular del tejido.

Se biodegradan rapidamente.

Poli (glicerol sebacato)[44]

Buenas propiedades mecanicas,
biodegradable y biocompatible.

Dificil

procesar.

de solubilizar

y
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4.13 Electrohilado
La técnica de electrohilado permite obtener membranas constituidas por nanofibras, las cuales se
forman al lanzar un chorro delgado de una solucion polimérica por medio de una jeringa un chorro
delgado de una solucion polimérica hacia una placa metalica o colector. Durante el proceso se
aplica una diferencia de potencial eléctrico (AV)entre la aguja y el colector para producir las fibras,
que se depositan al azar sobre la placa formando una malla de dimensiones adecuadas para el
crecimiento celular; esta técnica permite crear membranas porosas de diversos tipos de polimeros
y con propiedades especificas[45]. Esta tecnologia ofrece muchas ventajas, entre las cuales se
incluye la produccion de fibras a nanoescala con orientaciones espaciales especificas, altas areas
de superficie y geometrias de poro controladas. Ademas, el electrohilado ofrece la habilidad de
controlar la composicion, estructura y propiedades mecénicas del andamio. Los andamios con
nanofribras electrohiladas pueden guiar la adhesién celular, alineamiento, infiltracién y

diferenciacion; debido a que se pueden controlar varios parametros de fabricacion[10].

4.13.1 Interacciones celulares con andamios electrohilados

4.13.1.1 Adhesion celular.

La adhesion celular es un proceso complejo que involucra interacciones fisicas, eventos de enlaces
quimicos y procesos bioldgicos. Esta juega un rol central en la regulacion de comportamientos
celulares, tales como; proliferacion, diferenciacion y la modulacién de migracion celular. La
topografia de la superficie de un biomaterial puede influir en la adhesion y proliferacion celular.
El proceso de electrohilado provee la oportunidad de fabricar andamios con topografia a nanoescala
y alta porosidad, muy similar a la matriz extracelular. Estas nanofibras proveen un adecuado
material y ambiente para la ingenieria de tejidos, puesto que el didmetro de las fibras son de
ordenes de magnitud mas pequefias que el tamafio de la mayoria de las células; las células son
capaces de organizarse alrededor de las fibras o esparcirse y adjuntarse para absorber proteinas o
iones en maltiples puntos focales [10].

4.13.1.2 Alineamiento celular.

Las nanofibras fabricadas por electrohilado proveen un ambiente controlado que permite optimizar
la orientacion celular y favorecer la funcion del tejido. La orientacién de la fibra electrohilada
puede influir en la proliferacion celular, ademas de controlar la orientacion celular y el crecimiento
del tejido[10]. En el campo de la regeneracion de tejido en los masculos, huesos, cartilago y células

neuronales, muestra que varios grupos de cultivos celulares en andamios de nanofibras alineadas
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uniaxiales se elongan de manera preferencial a lo largo del eje longitudinal de la fibra. En el campo
de la fotonica, las mayas de nanofibras uniaxialmente alineadas también se utilizan para
polarizadores Opticos y para desacoplamiento de emision de la muestra y sefiales de excitacion en
dispositivos de chip de laboratorio, sin embargo, en compositos de las muestras que contienen
nanofibras de poliimidas sulfonadas alineadas se utilizan en la membrana de intercambiador de
protones de células combustibles para convertirla en energia quimica a energia eléctrica con alta

eficiencia y baja emision de contaminantes[46].

4.13.1.3 Infiltracion celular.

Los diametros de la fibra electrohilada pueden afectar la infiltracion celular con el tiempo, en
cultivos “in vitro”. El diametro de la fibra esta intimamente relacionado con el area del poro. En
general, la obtencion de una adecuada infiltracion celular en los andamios electrohilados, mientras

se mantienen sus propiedades mecéanicas e integridad estructural, sigue siendo un gran desafio[10].

4.13.2 Modificacion de los parametros de electrohilado.

Las formas mas sencillas de incrementar el tamafio de poro en los andamios mediante electrohilado
involucran modificaciones al equipo o a los pardmetros del proceso durante el electrohilado[47].
(Ver Tabla 4).

Tabla 4. Parametros de electrohilado. [47]

Parametros del sistema Parametros del proceso

e Peso molecular del polimero. | e Potencial eléctrico

e Distribucion del peso | e Razon de flujo del polimero

molecular y arquitectura del a través de la aguja.

polimero en la solucion. ¢ Distancia entre la punta de la
e Propiedades de la solucion agujay el colector.

polimérica como la | e Forma del colector.

viscosidad, la conductividad | e Parametros ambientales,

y la tensién superficial. tales como la humedad,

temperatura.
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De los parametros de la disolucién del sistema se hace una rapida revision de algunos de ellos:

1)

2)

3)

Concentracion de la solucién: Es uno de los parametros determinantes del tamafio y la
morfologia de las fibras. La concentracion de polimero en la solucién influye tanto como
la viscosidad como o la tension superficial de ésta. El diametro de las fibras tiende a
aumentar con la viscosidad[48]. A bajas concentraciones se genera una mezcla de fibras y
gotas; a altas concentraciones se dificulta pasar la solucion a través del capilar[49].

Tensidn superficial: La tensién superficial es la cantidad de energia necesaria para estirar o
aumentar la superficie de un liquido por unidad de area[50]. Doshi y Reneker concluyeron
que reduciendo la tensién superficial de una solucién de polimero podrian obtenerse fibras
sin presencia de cuentas (deformacién de la fibra en forma redondeada)[48].

Conductividad de la solucidn: Soluciones con alta conductividad tendran mayor capacidad de
transportar las cargas de la solucion que aquellas con baja conductividad. Se ha encontrado
que con el aumento de la conductividad eléctrica de la solucion hay una disminucién
significativa en el diametro de las fibras, mientras que cuando la conductividad es baja se
observa un alargamiento insuficiente del chorro, lo que impide la produccion de fibras

uniformes[48].

Parametros del proceso.

1)

2)

Flujo de salida: Un flujo de salida menor podria ser benéfico, ya que el disolvente tendria
mas tiempo para evaporarse y evitar la formacion de defectos en las fibras. Cuando el flujo
de salida se incrementa, ocurre un incremento en el diametro de las fibras y, posiblemente,
en el tamafio de los defectos[48].

Distancia entre la punta de la agujay el plato colector: Dependiendo de las propiedades
de la solucion, el efecto de la variacion de la distancia puede o no, tener efecto en la
morfologia de las fibras. Al trabajar con distancias muy grandes, las fibras electrohiladas
podrian romperse debido a su propio peso, especialmente si las fibras son de diametro
pequefio. Se requiere una distancia minima para dar a las fibras el tiempo suficiente para
que el disolvente se evapore antes de alcanzar el plato colector. Con distancias muy grandes
0 demasiado pequefias se ha observado la aparicion de cuentas o fibras himedas (el
disolvente no se alcanza a evaporar en su totalidad) que promueven la obtencién de fibras

aplanadas o con forma de cintas[48].
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3)

4)

5)

6)

Diferencial de potencial: La morfologia de la fibra se relaciona con la diferencia de
potencial. A bajos diferenciales de potencial de voltaje, la solucion se encuentra en forma
de gota al final de la aguja, y al estar sometido bajo un campo eléctrico, se origina un chorro
que inicia en forma de cono. Las fibras que se obtienen bajo estas condiciones presentan
una morfologia cilindrica con una baja cantidad de cuentas. A altos diferenciales de
potencial de voltaje no se nota la formacion de una gota o cono al final de la aguja: el chorro
de la solucion sale directamente de la aguja. Las fibras que se obtienen bajo estas
condiciones poseen un notable nimero de cuentas y defectos. [49]

El tamafio de poro y el diametro de la fibra estan altamente correlacionados; al reducir el
didmetro de la fibra decrece el tamafio del poro, lo que dificulta la infiltracién o migracion
de las celulas[51]. De manera contraria, es posible aumentar el tamafio del poro cuando se
incrementa el diametro de la fibra[47].

Sin embargo, histéricamente ha sido aceptado que las nanofibras aceleran e incrementan la
adhesion celular y proliferacion a diferencia de las microfibras[47].

Forma del colector: Un enfoque diferente para incrementar el tamafio del poro en los
andamios es modificar los parametros del electrohilado, como puede ser un cambio en la
forma del colector[47]. Recientemente, se determind que la naturaleza del colector influye
significativamente en la morfologia y caracteristicas fisicas de la fibra. Ademas, el tipo de
colector determina en gran medida la disposicion y densidad de empaquetamiento de las
fibras. Existen sistemas con colectores disefiados especialmente para obtener fibras
alineadas o hileras de fibras[52].

Colector cilindrico rotatorio: Este método se utiliza comunmente con el fin de obtener
fibras parcialmente alineadas. Ademas, el diametro de la fibra se puede adaptar y controlar
en funcidn de la rapidez de rotacion del cilindro. Si la rapidez de rotacién es mas baja que
la rapidez de electrohilado, se obtienen fibras orientadas al azar en el cilindro. A rapideces
altas se crea una fuerza centrifuga en las inmediaciones de la circunferencia del cilindro
rotatorio, por lo cual se elongan las fibras antes de que sean colectadas en el cilindro[52].
Colector de disco rotatorio: El colector de disco rotatorio se usa para obtener fibras
alineadas uniaxialmente. La ventaja de utilizar un colector de disco rotatorio, en vez de
utilizar un colector cilindrico es que la mayoria de las fibras son depositadas en el borde

del disco y las nanofibras son colectadas en un patron alineado[52].
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4.14 Epicatequina
Las primeras evidencias de la presencia de la epicatequina (Fig. 6) fueron reportadas por Ozawa,
Hiroto, & Imagawa (1990) cuando aislé procianidinas diastereoisoméros de la medula de la palma
metroxylon sagu, la cual fue previamente sintetizada en 1983 por Foo and Porter [28]. La
epicatequina es un antioxidante natural que pertenece al grupo de los flavonoides, especificamente
a los flavan-3-oles. Estos componentes estan presentes en el té verde, en frutas como la uva y el
cacao [53]. Este componente se considera por ejercer un efecto de proteccion contra el cancer,

Fig. 6 Estructura quimica de la (-)-Epicatequina.
inflamacion y enfermedades cardiovasculares en el cuerpo humano. EI mecanismo por el cual los
flavonoides llevan a cabo su actividad antioxidante ain no ha sido elucidada; la actividad
antioxidante se considera por la habilidad de atrapar en su cadena los radicales libres por donacion

del &tomo de hidrogeno fendlico en los anillos Ay B[54].

Estudios epidemioldgicos indican que el modesto consumo de chocolate negro se asocia con una
reduccion al 37% de riesgo cardiovascular, que incluye la cardiopatia coronaria e infarto. Los
efectos parecen ser mediados por el flavonoide (-)-epicatequina y diversos estudios confirman la
utilidad potencial clinica de su administracion [55]. Por otro lado, se ha demostrado en modelos de
ratas con lesion isquémica y oclusion permanente coronaria que un pre-tratamiento con una dosis
de (1 mg/kg/dia) con epicatequina reduce el tamafio del infarto del miocardio en un 44% y el efecto
se mantiene durante 3 semanas. Recientemente, también se ha reportado que dar una dosis de 10
mg/kg antes de la reperfusion, incrementa la reduccién del tamafio del infarto al miocardio y el

efecto resulta atn ser mejor con una segunda dosis 12h después de la reperfusion[30].

La epicatequina ha ganado un interés inmenso por los investigadores debido a su excelente
actividad antioxidante, la cual es eficiente para llevar a cabo beneficios “in vivo ”. Esto sugiere que
la posicion de los grupos hidroxilo en la estructura de la molécula es un tipo de factor para sus
actividades antioxidantes [28]. En un estudio se evaluaron ratas Wistar albinas macho con infarto
al miocardio, inducidas por isoprotenol. Fueron pretratadas con epicatequina (20 mg / kg de peso

corporal) diariamente durante un periodo de 21 dias. Después del periodo de pretratamiento, se
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inyectd subcutaneamente en las ratas isoprotenol (100 mg / kg de peso corporal) a un intervalo de
24 h durante dos dias para inducir infarto de miocardio. El estudio “in vitro” revel6 la potente
accion antioxidante de la epicatequina. El pretratamiento con epicatequina, durante un periodo de
21 dias impidio la excrecion de glicohidrolasas lisosomales cardiacas catepsinas y redujo el tamafio
del infarto, protegié de este modo las membranas lisosomales contra los cambios inducidos por

isoproterenol [56].

Recientes busquedas sugieren que las concentraciones de la epicatequina “in vivo” son a menudo
mas bajas comparadas con los estudios “in vitro” como resultado de una baja bioviabilidad. La
razén por lo cual se elucid6 esto fue en uno de los estudios “irn vivo ”, que mostrd una baja absorcién
de la epicatequina que se encuentra en la circulacion en formas de glucurénidos, formas metiladas
y sulfatadas. A menudo, la absorcion en él metabolismo se considera critica, ya que es el primer
paso en el proceso de la farmacocinética. Con esta informacién, los aspectos beneficiosos de la
epicatequina pueden ser comprobados por el conocimiento del nivel y mecanismo de absorcion en
humanos. Se concluye que la epicatequina se absorbe poco en los seres humanos, pero a pesar de
su pobre absorcion “in vivo” hay estudios que determinan sus beneficios en el metabolismo
humano[28].

4.15 Poli (€-caprolactona)
La poli (€-caprolactona) [PCL] fue uno de los primeros polimeros sintetizados por el grupo de
Carothers, 1930. La PCL se obtiene por la polimerizacion de apertura de anillo del monémero
ciclico €-caprolactona. Se utiliza como catalizador el octoato de estafio y se pueden utilizar
alcoholes de bajo peso molecular para el control del peso molecular del polimero. La PCL es un
polimero semicristalino que posee una temperatura de transicion vitrea (Tg) de -60 °C y un punto
de fusion entre 59 y 64 °C[57].

*1T—0—(CH)s—C——+

- -n

Fig. 7 Estructura quimica de la poli (€-Caprolactona)
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La PCL es soluble en cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno,
ciclohexanona y 2-nitropropanona a temperatura ambiente. Tiene baja solubilidad en acetona, 2-

butanona, acetato de etilo, dimetilformamida y acetonitrilo, es insoluble en alcohol y diétil éter[57].

La poli (&-caprolactona) es un poliéster alifatico biocompatible y biodegradable, tiene una
excelente elasticidad, se puede procesar en muchas formas y se considera como un potencial
biomaterial en la ingenieria de tejidos. Sin embargo, como otros polimeros sintéticos, es
hidrofébico e impide la penetracion de suspensiones de células acuosas en el interior de la
estructura del andamio, por lo cual hay pobre adhesion y afinidad celular[58].

La PCL se degrada lentamente por hidrdlisis de enlaces éster y por ello es mas conveniente
comparado con PGA y PLA para el disefio de sistemas de implantes de largo termino. El
homopolimero PCL tiene una degradacion total de 2-4 afios (dependiendo del peso molecular
inicial del dispositivo o implante). La rapidez de hidrolisis puede ser alterada por copolimerizacién
con otras lactonas o glicoles/lactidos. Los extensos estudios realizados por el grupo de autores
sobre la degradacién “in vitro” e “in vivo” de los andamios de PCL no detectaron evidencia de
catalisis interna que se muestran por la distribucion uniforme del peso molecular a lo largo del
tiempo y el examen transversal de los andamios durante un periodo de 6 y 36 meses. Otros estudios
de degradacion que utilizaron PCL en condiciones “in vitro” (solucion salina) e “in vivo” (conejo)
de manera independiente, informaron que las tasas de degradacién hidrolitica eran similares y, por
lo tanto, llegaron a la conclusion de que la participacion enzimatica en la primera fase de
degradacion (0-12 meses) no era un factor significativo en el proceso de degradacion. En
conclusion, la degradacion de la PCL en comparacion con el PLA, PGA, sus copolimeros y muchos
otros polimeros reabsorbibles es lenta, lo que la hace mucho méas adecuada para aplicaciones de
degradacion a largo plazo, como la liberacion de moléculas encapsuladas que se extienden durante

un periodo de mas de un afio.[57].

La PCL es adecuada para la liberacion controlada de farmacos, debido a su alta permeabilidad a
muchos de ellos, su excelente biocompatibilidad y su capacidad de ser excretado completamente
del cuerpo una vez que ha sido clasificado como biorreceptor. La biodegradacion del PCL es lenta
en comparacion con otros polimeros, por lo que es méas adecuada para liberaciones a largo plazo
que se extienden durante un periodo de mas de un afio. La PCL también tiene la capacidad de
formar mezclas compatibles con otros polimeros, lo que puede afectar la cinética de degradacion,

pero permite cumplir con el perfil de liberacion deseado[57].
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4.16 Colageno
El colageno es una proteina orgénica insoluble que se encuentra en la piel, en los tendones, en los
ligamentos y en los huesos. Se compone de tres cadenas polipeptidicas con una estructura de triple
helicoidal [59]. El colageno se caracteriza por poseer una estructura que contiene un trimero

repetido glicina-X-Y, donde Xy Y son a menudo prolina o hidroxiprolina (Fig. 8)[60].

@) R O R O

—NH-CH,C— N&—CH—C—NH—CH—C—NH-CH,~C—NH—CH——C— N&—CH—C—
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o) 0]

OH
Fig. 8 Estructura del segmento de colageno que contiene la secuencia Gli-Pro-Y-X-Hip

Las fibrillas de colageno proporcionan el soporte mecanico que permitié que grandes animales
multicelulares evolucionaran en la tierra. El esfuerzo de tension del colageno depende de la
formacion de enlaces intermoleculares covalentes entrecruzados entre las subunidades individuales
de la proteina. Todos los tipos de coldgeno que forman fibrillas en los vertebrados superiores (tipos
I, 11, 11, V' y XI) estan entrecruzados a traves de un mecanismo basado en las reacciones de los
aldehidos, generados enzimaticamente a partir de las cadenas laterales de lisina (o hidroxilisina)
por la lisiloxidasa. Esta via opera en las fibrillas de colageno de las esponjas, los animales

multicelulares existentes mas primitivos, hasta los mamiferos[61].

El colageno es un excelente candidato en la ingenieria de tejidos, ya que mejora la adhesion y
crecimiento de las células; existe cierta restriccidon a su uso en su forma nativa, debido a su pobre
estabilidad térmica y susceptibilidad a la degradacion proteolitica[62]. EI colageno es uno de los
principales componentes de las matrices extracelulares, el nimero de trimeros repetidos oscila
entre unas pocas docenas y 510, dependiendo del tipo de colageno. Algunos tipos de colageno son
proteinas homotriméricas que consisten en tres a-cadenas idénticas, tales como las de tipo Il y IlI,
mientras que otras son heterotrimeras de diferentes a-cadenas. Por ejemplo, el colageno de tipo |

consiste de dos cadenas a1(l) y una cadena de a2(1)[63].

Debido a su conformacién, el coldgeno es mucho més rigido y resistente a la degradacion
enzimatica que la gelatina, esto es, la contraparte que se desnaturaliza resulta de una degradacion

hidrolitica de la triple hélice nativa. Aunque la gelatina puede retener algunas de las estructuras de
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poliprolina-I1, dependiendo de las condiciones de desnaturalizacion y puede mostrar un contenido
limitado de la triple hélice, la desnaturalizacion se considera usualmente como una transicion de
hélice a una forma espiral, lo que lleva al colageno a una pérdida significativa del orden estructural.
La desnaturalizacion del colageno es, por lo tanto, considerado como un posible obstaculo para las
aplicaciones de ingenieria de tejidos, donde los andamios requieren ser mecanicamente funcionales

para un determinado tiempo y que dependera de la razén de regeneracion del tejido[64].

Mientras los efectos opuestos de entrecruzamiento y desnaturalizacion en la rigidez y degradacion
enzimatica de los andamios que son elaborados con coléageno se han abordado en gran medida, sus
efectos directos sobre la union de las células a menudo se descuidan y su comprension parece ser
incompleta. Sin embargo, la mayoria de los tipos de células reconocen y se atan a ambos tipos de
colageno, ya sea el nativo o desnaturalizado, lo que sugiere que la conformacién es independiente
de los sitios de enlace que existan. La adhesion celular del colageno desnaturalizado se debe a la
interaccion de varios receptores de integrinas, por ejemplo, asf;, a,B3, Y @281, con RGD (Arg-
Gli-Asp) y DGEA (Asp-Gli-Glu-Ala) ligando, los cuales son restringidos y enmascarados en la
conformacién de una triple helicoidal, pero pueden ser viables para la adhesion por el
desdoblamiento molecular. Aunque el entrecruzamiento se puede llevar a cabo por métodos fisicos
y quimicos, tipicamente involucran grupos carboxilicos localizados en los residuos del glutamato
(E) y aspartato (D), ambos presentes en lo que respecta a adhesividad celular. EI nimero de sitios
funcionales de enlace se espera que disminuya al entrecruzarse. Por otro lado, la desnaturalizacion
del colageno parece mostrar nuevas adhesiones, que no son accesibles en la conformacion de triple

hélice y que son expuestos hacia las células[64].

30



4.17 Caracterizacion de polimeros y andamios.
El mundo de la quimica de materiales requiere de técnicas de caracterizacion con el fin de verificar
la identidad del material o determinar porque ciertos materiales no son los adecuados para mejorar
ciertas tecnologias. Por lo tanto, a continuacién, se presenta un resumen de las técnicas de
caracterizacion que se van a utilizar para evaluar las estructuras/propiedades de los materiales que

se van a utilizar.

4.17.1 Espectroscopia infrarroja atenuada por transformadas de Fourier ATR-FTIR

En esta técnica se varia la frecuencia de radiacion incidente y se obtiene la radiacion que se absorbe
o transmite de la muestra. Es un proceso basico: los fotones de radiacion infrarroja son absorbidos
por los enlaces de una molécula, por lo que pasan niveles vibracionales superiores[65]. La energia
vibracional es cuantizada y las transiciones entre los niveles de energia vibracional corresponden
a la region infrarroja del espectro. Por esta razon, la espectroscopia vibracional se denomina
espectroscopia infrarroja[66]. Muchos agrupamientos funcionales de las moléculas organicas
muestran vibraciones caracteristicas, a los que les corresponden bandas de absorcion en regiones
definidas del espectro infrarrojo. Estas vibraciones moleculares estan circunscritas, en gran parte,
al grupo funcional y no abarcan al resto de la molécula. De esta forma se pueden identificar estos
grupos funcionales por su banda de absorcion. Este hecho, unido a la sencillez de la técnica de
registro, hace de la espectroscopia IR el método mas sencillo, rapido y fiable para asignar una
sustancia a una clase de compuestos en particular. Por regla general se puede decidir a primera

vista si se trata de un alcohol, una amina o cetona, un compuesto alifatico o uno aromatico[67].

4.17.2 Espectroscopia por absorcion molecular ultravioleta y visible

La espectroscopia por absorcion molecular se basa en la medicion de la transmitancia T o de la
absorbancia A de soluciones que estan en celdas transparentes que tienen una longitud de
trayectoria de b cm. Normalmente, la concentracién de un analito absorbente se relaciona en forma

lineal con la absorbancia segun la ley de Beer[68]:

P
A= —logT=logFO=sbc (1)
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Donde:

Potencia radiante incidente, Pq i

Potencia radiante transmitida, P T
Absorbancia, A g \
{EERN / :
. 5 . / "\
Transmitancia, T 2 H____,/ \,
Longitud de trayectoria de la muestra, b
Nimero de onda —»
Concentracion del absorbente, c Fig. 9 Esquema tipico de un espectro por absorcién molecular

.. ultravioleta y visible.
Absortividad molar ¢ y

La espectroscopia por absorcion molecular ultravioleta y visible tiene una variedad de aplicaciones
asociadas con la estructura de los materiales. Esto es por las posiciones de las bandas de absorcién
que son sensibles al ambiente de coordinacién y al caracter del enlace. También se utiliza
ampliamente en quimica analitica para determinar las concentraciones de iones/moléculas/grupos
funcionales que producen un pico de absorcion en particular[69], un espectro tipico de esta técnica

se muestra en la Fig. 9.

4.17.3 Liberacion de farmaco
El término liberacidén engloba varios procesos que contribuyen a la transferencia en dosis del

farmaco en su medio. Dependiendo del mecanismo de liberacidn se puede clasificar en[70]:

e Difusién controlada
e Quimicamente controlada

e Hinchamiento controlado

El modelo matematico de liberacion del sistema de difusion controlada sigue la ley fundamental
de Fick con coeficientes de difusion independientes o dependientes de la concentracion[70]. La

primera ley de difusion de Fick establece que:

] = —Da— (2)
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Donde:

J=tasa neta de difusion (en moles o gramos por segundo)

D=coeficiente de difusion del soluto que difunde en la membrana (cm?/s)

A= érea de la membrana (cm?)

Ac =éarea de la membrana (cm?)

Ax= diferencia de concentracion entre ambos lados de la membrana (moles/cm?®)
Modelo Higuchi

En 1961 Higuchi analiz6 la cinética de liberacion de la droga que se aplica con mayor exactitud a
aquellas matrices unidimensionales tales como peliculas de polimeros poco solubles que no sufran

hinchamiento[71]. La ecuacion es de la siguiente forma [70]:

Z—g):k\/f (3)

Donde:

qeo cantidad de droga acumulada en un tiempo infinito

k es la constante de velocidad de liberacion de Higuchi en mg/mint/
t tiempo

Modelo de orden cero

En la cinética de orden cero, la liberacion del agente activo es Unicamente funcion del tiempo, y el
proceso toma lugar a razén constante e independiente de la concentracion del agente activo. La
constante de liberacion del farmaco es debido a la saturacion en el centro, lo que produce un
gradiente de concentracion estacionario a través de la membrana. Cuando la concentracién decae
por debajo de la saturacion, la razén de liberacion de la droga decae a cero [72]. Laecuacién puede

ser descrita en términos de la concentracion:

Ct:CO-I_KOt (4)
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Donde:

C+: Representa la cantidad de agente activo que se libera durante un tiempo t
Co: Es la concentracicn inicial del activo liberado

Kp: Constante de orden cero

4.17.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

En el anélisis termogravimétrico se mide el cambio de masa de la sustancia como funcién de la
temperatura o el tiempo. Los resultados aparecen como se presentan en la Fig. 10. La muestra se
calienta a temperatura y masa constante, M;, hasta que el material empieza a descomponerse a

cierta temperatura Ti. Bajo estas condiciones de calentamiento dinamico, la descomposicién

T; T;  Temperatura

Fig. 10 Analisis termogravimétrico
usualmente toma lugar en un rango de temperaturas, T;a Ts, y un segundo rango de masa constante
se observa por debajo de Tt, que corresponde a la masa residual Mt. Las masas Mi y Mt y la
diferencia AM son propiedades fundamentales de la muestra y se utilizan para calculos
cuantitativos en los cambios de composicion. Por otro lado, las temperaturas Ti y Tr dependen de
la raz6n de calentamiento, la naturaleza del sélido y la atmdsfera a la que esta sometida la

muestra[65].

4.17.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En esta técnica, a la muestra se le aplica un flujo de calor a razon constante y se detectan
transiciones endotérmicas y exotérmicas, asi como la energia asociada con las transiciones
térmicas, como lo son fusion, cristalizacion, transicion vitrea y reacciones de descomposicion.

Existen numerosos beneficios asociados con el método; la cantidad de muestra es pequefia, el
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amplio rango de temperaturas (tipicamente -120 a 600 °C), la simplicidad y la rapidez de
medida[73].

El procedimiento involucra colocar la muestra (usualmente en cantidades de 5-10 mg) en un platillo
junto a otro platillo como referencia (usualmente vacio) en un horno y se procede a calentar o
enfriar a una razén controlada, usualmente de 5 a 10 °C/min. Cuando la muestra se encuentra
sometida a una transicion térmica tal como fusién o cristalizacion, se mide la temperatura y la

energia asociada a tal evento[73].

Transiciones térmicas en polimeros, Temperatura de transicion vitrea (Tg), Temperatura de fusion
(Tm).

Todos los polimeros son sélidos rigidos duros a ciertas bajas temperaturas, pero conforme aumenta
la temperatura, un polimero termoplastico eventualmente adquiere la energia térmica suficiente
que permite que sus cadenas se muevan lo suficientemente libres para que el comportamiento del
polimero sea como un liquido viscoso (asumiendo que no existe degradacion). Hay muchas
maneras en las cuales el polimero puede pasar de una fase sélida a una liquida, dependiendo de la
estructura de las cadenas poliméricas y su arreglo en la muestra. Los diferentes tipos de respuestas
térmicas en esta transicion de solido rigido hacia un eventual estado liquido se puede ilustrar de
diferentes maneras. Una de las mas simples y mas satisfactoria es trazar el cambio del volumen

especifico, como se muestra en la Fig. 11[74].

En las transiciones de primer orden, tal como la fusion, hay una discontinuidad en el diagrama
volumen-temperatura (Fig. 11). La transicidn vitrea no es una transicion de primer orden: no se
observan discontinuidades en la Tg cuando el volumen especifico o la entropia del polimero se

mide como una funcion de la temperatura[74].

Volumen especifico (V)

Cristales

Temperatura (T)
Fig. 11 Representacién esquematica del cambio de volumen especifico de un polimero con respecto a la

temperatura para una muestra completamente amorfa (A-B-C), una muestra semicristalina (A-D-E), y un

material perfectamente cristalino (A-F-G).

e
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Un polimero termopléstico puede ser completamente amorfo en estado sélido, lo cual significa que
las cadenas moleculares del polimero en el espécimen estan arregladas en forma completamente
aleatoria. Con respecto a la Fig. 11, el cambio de volumen en un polimero amorfo sigue la curva
ABC. En la region C-B, el polimero es un solido vitreo y tiene las caracteristicas de los vidrios,
incluyendo dureza, rigidez y fragilidad. En la region vitrea, la energia térmica viable es insuficiente
para permitir la rotacion de enlaces simples en el esqueleto de polimero que supera las barreras
energéticas intramoleculares, 1o que no permite el movimiento de segmentos grandes (cerca de
unas 10-50 cadenas de atomos consecutivos) de cadenas poliméricas. Pero como la muestra se
calienta, este pasa a través de la Tg. Una vez que esto sucede, el polimero se comporta como un
caucho. La Tg marca un punto en el cual el movimiento molecular extensivo se refleja en marcados
cambios de propiedades, tal como el volumen especifico, indice refractivo, rigidez y dureza. Por
arriba de la Tg, el material puede ser mas facilmente deformado o ductil. A medida que incrementa
la temperatura a lo largo de B-A viene el cambio de polimero de caucho a liquido viscoso sin

ninguna transicion abrupta[74].

4.17.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido es una innovacion. Es una herramienta de investigacion
extremadamente (til; se utiliza para medir las caracteristicas microscopicas, la clasificacion de las
fracturas, los estudios de la microestructura, las evaluaciones del recubrimiento de poco espesor,
el examen de la contaminaciéon de la superficie y el andlisis de fallas en los materiales. En
contraposicion a la microscopia Gptica, en la cual la superficie es expuesta a la luz visible incidente,
el microscopio electronico de barrido dirige un haz de electrones enfocado a un punto de la
superficie de una muestra a analizar y recoge y muestra las sefiales electronicas emitidas por la

muestra[75].

En esta técnica, suele usarse una punta muy afilada, fabricada con metales como tungsteno, niquel,
platino-iridio u oro, y, recientemente, con nanotubos de carbono, la cual se usa para sondear la
superficie de una muestra. A una distancia tan pequefia, las nubes de electrones de los atomos que
se encuentran en la punta de la sonda interacttan con las nubes de electrones de los atomos de la
superficie de la muestra. Si en este punto se aplica una pequefia diferencia de potencial de voltaje
a través de la punta y la superficie, los electrones haran que la brecha se transforme en un “tanel”

y, por lo tanto, produciran una pequefia corriente que puede detectarse y registrarse[76].
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4.17.7 Angulo de contacto

De forma general, se define el angulo de contacto como el angulo que forma la superficie de un
liquido al entrar en contacto con una superficie solida. El valor del angulo de contacto depende
principalmente de la relacion existente entre las fuerzas adhesivas del liquido y del solido y las
fuerzas cohesivas del propio liquido. Cuando una fase liquida y una fase sélida entran en contacto,
forman una interfase comdn. La mojabilidad de un determinado sélido por un liquido viene
determinada por el angulo de contacto 0. El perfil que adopta la gota es el resultado del balance
entre las fuerzas de la superficie y de la interfase, que tienden a minimizar la energia superficial
libre del sistema[77].

Por convenio, cuando 6 < 90° se dice que el liquido moja al s6lido o que el sistema moja. El sistema
no moja cuando 6 > 90°; es decir, el liqguido no moja al sélido. Un caso extremo ocurre cuando 6
se aproxima a cero; entonces el liquido se expande sobre el solido y se dice que el mojado es
perfecto[77].

El método mas comun y conveniente para medir el &ngulo de contacto es el método de la gota fija.
Este método involucra colocar una gota del liquido, aproximadamente 5 uL, en la superficie solida
y se mide el angulo entre la base de la gota y la tangente de la frontera de la gota mediante la Optica.
Por lo tanto, este método se llama angulo de contacto estatico, el cual es ideal para sélidos que
tienen diferentes propiedades en diferentes superficies y se puede medir el promedio de 6 en
funcion del tiempo y la temperatura[78]. En el método de &ngulo de contacto dindmico, el volumen
de la gota se va incrementando en pasos mientras 6 se va midiendo hasta que la meseta llamada
“angulo de contacto en avance” (8,) se alcanza. De forma similar, el “4ngulo de contacto en
retroceso” (Og) se determina inmediatamente por la medicion de 6 equivalente al volumen del
liquido retirado de la gota. La histéresis del angulo de contacto es la diferencia de 8, — 6, donde
el angulo de contacto de avance es significativamente mas grande que el de retroceso. Debido al
angulo de contacto de histéresis, una gota de liquido puede permanecer sujeta en un plano

inclinado, a pesar de la gravedad[78].
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4.17.8 Propiedades mecanicas.

Para la determinacion de las propiedades mecanicas de los andamios se realiza un ensayo de

traccion, el cual, se efectda en unas maquinas especiales de ensayo que aplican
a la probeta una deformacion que aumenta gradualmente y registran el valor de ﬁ

la fuerza que actua sobre la probeta (Ver Fig. 12). Durante el ensayo a traccion, ) &

se utilizan probetas planas, de longitud 1o0=50 mm. [79].

Durante el ensayo del material a la traccion, las maquinas modernas permiten |

obtener
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de la probeta en forma de cuello, como resultado de lo cual ocurre la caida del esfuerzo. El punto

E corresponde a la carga con la cual la probeta se rompe[79].

El limite elastico es un valor muy importante para el disefio estructural en ingenieria, pues es el
nivel de tensidn al que un material muestran una deformacion pléstica significativa. Debido a que
no hay un punto definido de la curva esfuerzo-deformacion donde acaba la deformacion eléstica y
empieza la deformacion plastica, se determina el limite elastico como la tension a la que se produce
una deformacion elastica definida. En muchas ocasiones se determina el limite cuando se produce

una deformacion de 0.2%[75].

El limite eléstico de 0.2%, también denominado limite elastico convencional de 0.2%, se determina
a partir del diagrama convencional, como se muestra en la Fig. 14. Primero se traza una linea
paralela a la zona eléstica (lineal) del diagrama convencional a una deformacion de 0.002
pulg/pulg(m/m), como se indica en la Fig. 14. Después se traza una linea horizontal desde el punto
de interseccion entre la linea anterior y la parte superior de la curva esfuerzo-deformacion hasta
que alcance el eje de las tensiones. Es necesario puntualizar que el valor de 0.2% es arbitrario y
puede determinarse el limite elastico para cualquier valor de deformacién permanente siempre que

sea pequefio; por ejemplo, en el Reino Unido es usual el limite elastico de 0.1%[75].

Del ensayo de traccion se puede obtener el modulo de Young, el cual se deriva de la Ley de Hooke

que expresa la dependencia lineal entre las deformaciones y las tensiones;

o
ezgobienazEs (5)

Es E el coeficiente de proporcionalidad llamado modulo de elasticidad durante la traccion o moédulo

de Young. Del diagrama de traccion (Fig. 13) se ve que:

tga=2=E (6)
ga=-=

Es decir, el mddulo de elasticidad durante la traccion es numéricamente igual a la tangente del

angulo de inclinacion del tramo rectilineo del diagrama de tensiones con respecto al eje de las
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abscisas. Precisamente en ello consiste el sentido geométrico del médulo de elasticidad durante la
traccion[79].

Del diagrama de traccion (Fig. 13) con referente a la region lineal, como ya se habia mencionado,
el comportamiento del material es de sélido elastico, y la deformacion es recuperable. Esta
deformacion, la cual es pequefia, se asocia con la flexion o estiramiento de los enlaces
interatomicos entre los atomos de las moléculas poliméricas (Véase Fig. 15). Este tipo de
deformacion es casi instantanea y recuperable. EI desplazamiento de las moléculas unas respecto

a otras no es permanente.

Las deformaciones entre la seccion AB de la Fig. 13, se han asociado con el estiramiento de una
parte torcida o enrollada de las cadenas moleculares (Véase Fig. 15), si se mantiene la tension, lo
cual puede puede ocurrir sin deslizamiento intermolecular. La deformacion es recuperable en
ultima instancia, pero no instantdneamente y, por lo tanto, es analoga a la de un resorte no lineal.
Si bien la deformacion se produce en tensiones que exceden la tension en el limite proporcional,
no hay un cambio permanente en la disposicion intermolecular. Este tipo de deformacion,

caracterizada por la capacidad de recuperacién y la no linealidad, es muy pronunciada en el estado

A VAVAVARRE NSO

del caucho.

Fig. 15 Deformacion en plasticos. (a) Estiramiento de una molécula polimérica (b) Desdoblamiento de una

parte torcida o enrollada de una cadena molecular (c) Deslizamiento intermolecular

La mayor extension que es recuperable marca el limite elastico para el material. Mas alla de este
punto, las extensiones se producen por el desplazamiento de moléculas entre si (Fig. 15), como en
el flujo newtoniano de un liquido. Las moléculas desplazadas no tienen tendencia a retroceder a

sus posiciones originales, por lo tanto, estas deformaciones son permanentes y no recuperables.
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4.17.9 Diseio experimental robusto (Taguchi)

El disefio robusto tiene su origen en las ideas del ingeniero japonés Genichi Taguchi, quien
desarrollo su propia filosofia y métodos de ingenieria de la calidad desde la década de 1950. Fue a
partir del éxito de los japoneses en industrias tan importantes como la automotriz y la electronica
que Occidente comienza a fijarse en los métodos utilizados por ellos. De esta manera, los métodos
de Taguchi y de otros autores japoneses se introducen en Estados Unidos a partir de la década de
1980[80].

Decimos que un producto o proceso es robusto cuando su funcionamiento es consistente al
exponerse a las condiciones cambiantes del medio. El objetivo del disefio robusto de parametros
es, precisamente, lograr productos y procesos robustos. EI concepto pardmetro se refiere a los
pardmetros del sistema, es decir, son los factores o variables del proceso. La metodologia Taguchi
establece tres metas[80]:

e Disefios robustos (insensibles) ante el medio ambiente para productos y procesos.

e Disefio y desarrollo de productos, de modo que sean robustos a la variacién de
componentes.

e Minimizacion de las variaciones con respecto a su valor objetivo.

e Estas tres metas se concretan en tres etapas del desarrollo de un producto:

e Disefio del sistema: el ingeniero utiliza principios cientificos y de ingenieria para
determinar la configuracion bésica.

e Disefio de parametros: se determinan los valores especificos para los parametros del
sistema, minimizando la variabilidad aportada por las variables de ruido.

e Disefio de tolerancias: se determinan las mejores tolerancias para los parametros.

En un disefio experimental robusto existen factores de ruido (no controlables), considerados de
manera explicita o implicita, cuyo efecto se pretende minimizar de forma indirecta (o sea, sin
controlarlos directamente), mediante la eleccion de la combinacion de niveles de los factores de
proceso que si se pueden controlar. Dicho de otra manera, en un experimento robusto se trata de
lograr que el producto/proceso tenga el desempefio deseado sin que le afecten las fuentes de
variacion no controladas, y para ello la clave sera determinar la combinacion de niveles de los
factores controlables. El significado de la palabra robusto es en el sentido de hacer el proceso o
producto insensible o resistente a factores de ruido que bajo las condiciones vigentes no se pueden
controlar[80].
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Factores de control, de ruido y de sefial

En un proceso existen basicamente dos tipos de factores: controlables y no controlables (o de
ruido). Por lo regular, los factores de estudio eran controlables. Sin embargo, en disefio robusto es
conveniente tener una clasificacion méas detallada del tipo de factores controlables que puedan
influir el proceso, en cuanto a su efecto sobre la media y la variabilidad de la respuesta de interés.

Se distinguen cuatro tipos de factores, a saber[80]:

e Afecta la mediay la variabilidad
e Afecta sélo la variabilidad
e Afecta sélo la media

e No afecta la media ni la variabilidad

Cuando en el disefio clasico se afirma que un factor tiene efecto sobre la respuesta, por lo general
se quiere decir que el factor tiene efecto sobre la media de la caracteristica de calidad. En cambio,
en el disefio robusto se tiene méas presente que el efecto de un factor también puede ser sobre la
variabilidad, o sobre la media y la variabilidad de manera simultanea. En la medida que se conoce
la relacion entre los factores controlables y no controlables con la variable respuesta, se esta en

posicion de establecer mejores condiciones de operacion del proceso[80].

Para este trabajo se utiliz6 el programa Minitab el cual calcula las tablas de respuesta, los resultados

del modelo lineal y genera graficas de efectos principales y de interacciones para[81]:

e Relaciones de sefial a ruido (relaciones S/N, las cuales proveen una medida del carécter
robusto) vs los factores de control.

e Pendientes vs los factores de control

e Desviaciones estandar vs los factores del control

e Logaritmo natural de las desviaciones estandar vs los factores de control
¢Que es la relacion de sefial a ruido en un disefio de Taguchi?

En los disefios de Taguchi, una medida de robustez utilizada para identificar los factores de control que
reducen la variabilidad de un producto o proceso al minimizar los efectos de los factores que no se
pueden controlar (factores de ruido). Los factores de control son aquellos pardametros de disefio y
proceso que pueden ser controlados. Los factores de ruido no se pueden controlar durante la produccion
o0 el uso de un producto, pero si se pueden controlar durante la experimentacion. En un experimento

disefiado de Taguchi, los factores de ruido se manipulan para hacer que haya variabilidad y, con base
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en los resultados, identificar la configuracion 6ptima de los factores de control que haga que el proceso
0 producto sea robusto o resistente ante la variacion provocada por los factores de ruido. Valores mas
altos en la relacion de sefial a ruido (S/N) identifican configuraciones de factores de control que
minimizan los efectos de los factores de ruido[81]. Para disefios de Taguchi, Minitab provee una

relacion sefal a ruido que se calcula de la siguiente manera:

S/N = —10 = log (c?) (7)

Donde:

S/N: Relacion de sefial a ruido

o2 Desviacion estandar

¢Qué es la pendiente en un disefio de Taguchi?

En un disefio de Taguchi, la pendiente es la tasa de cambio para la respuesta en relacion con el
factor de sefial. Por lo general, lo que se busca es elegir niveles de los factores que alcancen un
pendiente objetivo. Para cada combinacion de factores en un experimento dinamico, Minitab
calcula la pendiente de la linea ajustada de minimos cuadrados para los datos de sefial-respuesta

que pasan por el punto de referencia (si se especifica)[81].

4.17.10 Cultivo celular

Las células ventriculares fueron aisladas de los corazones de los embriones de los pollitos White
Leghorn después de 7 dias de incubacion en ovo. Los ventriculos se disociaron en células
individuales y se recubrieron a densidades de 4.0x10* células/ml en platos de plastico. Las células
se mantuvieron en el medio a 5% de CO- , a 36 °C durante 3-4 dias antes de que se llevaran a cabo
los experimentos[82].

Se realizan registros de las fluctuaciones de Ca?* mediante microscopia de fluorescencia e
imagenologia del indicador sensible a Ca?* Calcium Green-1 con una camara digital CCD
(Princenton instrument Inc.) y en un microscopio de fluorescencia invertido Leica (DM-IRB)[82].

La contraccion de cada miocito es consecuencia de un conjunto de fendbmenos que comienzan con
la despolarizacion de la membrana celular o sarcolema (PA) y culmina a nivel de los
miofilamentos, con la contraccion. Este proceso, tiene como nexo y principal protagonista al ion
Ca?*[83].
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5 Estado del arte
Segun estudios del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) entre los periodos de
enero y agosto del 2020, las defunciones por enfermedades del corazon ocupan el primer lugar a
nivel global con 141 873 casos [84]. Por ello es tanto el interés cientifico del estudio cuyas
alternativas permitan combatir esta enfermedad. Los protocolos de tratamiento de enfermedades
cardiovasculares tienen como principal objetivo mejorar el suministro de sangre o prevenir la
presion que se presentan en las paredes cardiacas con el fin de minimizar el dafio al tejido y la
ruptura de los capilares[85]. Algunos farmacos utilizados para el tratamiento de este padecimiento
son: estatina, aspirina, bloqueadores de los receptores -adrenérgicos o nuevos candidatos como el
sacubitril/valsartan, sin embargo, por lo general tienden a ser tdxicos para el organismo, lo que
limita la dosis Optima de administracion. Enfermedades cronicas del corazén terminan en un
trasplante, no obstante, surgen varias limitaciones como lo es la falta de donantes, desordenes

autoinmunes y la probabilidad del rechazo del érgano[85].

Recientes avances en el campo de la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa proveen
soluciones promisorias para elaborar substitutos de tejido del corazon que minimicen al tejido
nativo, usando células madre y biomateriales. Algunas de las técnicas que se han utilizado para
crear tejido cardiaco funcional son: bioimpresion, hidrogeles, “cell sheets”, lixiviado y

electrohilado.

La construccién de un tejido cardiaco ideal debe mostrar propiedades morfologicas y funcionales
del corazon nativo y debe permanecer viable después de la implantacion. La integracion funcional
mecéanica y eléctrica en la arquitectura del 6rgano debe resultar en un éptimo funcionamiento de la
sistole y diastole en la enfermedad del miocardio. Por lo tanto, el constructo debe ser: 1) contractil

2) estable electrofisiolégicamente 3) mecanicamente robusto y flexible[43].

5.1 Caracteristicas del parche para regeneracion del tejido.
5.1.1 Biocompatibilidad
En el momento que se realice el trasplante del andamio al cuerpo, se deben tomar en cuenta dos
factores: inmunogenicidad y coagulabilidad. La respuesta inmune del huésped debe ser minima
para que el andamio pueda ser aceptado “in vivo ”. Ademas, el biomaterial debe ser resistente a la

formacion de coagulos, que puede resultar en un infarto del tejido distal o proximal[2].
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5.1.2 Estructura

El tejido del miocardio muestra una estructura jerarquica de células fibrosas alineadas incrustadas
como un micro-patron de panal de abejas, que se forman por fibras de colageno perimisial y
diferentes proteinas de la matriz extracelular. Varios estudios han demostrado que la presencia de
una superficie alineada facilita la orientacion y organizacion de los cardiomiocitos [3]. Los
andamios deberan tener una estructura de poros interconectados para la penetracion celular y
vascularizacion, asi como la administracion de nutrimentos. El tamafio de poro debe ser mayor a
50 um, para que permita una interaccion entre célula-célula y exista vascularizacion después del

implante[43].

5.1.3 Propiedades mecanicas.

Con respecto a las propiedades mecénicas, estas deben poseer un mddulo de Young entre decenas
de kPa y 1 MPa. Se reportd que el ventriculo izquierdo tiene una rigidez de entre 10-20 kPa al
inicio de la diastole y un rango de 0.2-0.5 MPa al final de la diastole[3]. La resistencia del material
debe ser suficiente para soportar el esfuerzo aplicado sin fallar. En la ingenieria de tejidos, el
andamio debe tener las propiedades mecanicas que contengan y protejan las células que se
sembraron y mantener su estructura bajo perturbaciones mecanicas que existan durante el cultivo
y el implante en el sitio. Al mismo tiempo, sus propiedades mecanicas deberan ser compatibles con
el tejido del huésped y permitir la integracion sin interferir con las funciones normales del
6rgano[43].

5.1.4 Biodegradacion

La biodegradacion de los materiales poliméricos se puede llevar a cabo, de forma pasiva (hidrolisis)
debido a la sensibilidad de algunos enlaces en la estructura polimérica o activamente por reacciones
enzimaticas. ldealmente, cuando la regeneracién del tejido se haya llevado a cabo y las funciones
normales se hayan restaurado, el andamio deberd desaparecer del huésped. Sin embargo, la
biodegradacion no siempre es esencial para la ingenieria en tejido cardiaco [43].

Por todo esto usaremos estos antecedentes metodoldgicos:

5.1.5 Uso de andamios con epicatequina.
La epicatequina pertenece a un grupo de compuestos denominados polifenoles y en los Gltimos
afios han sido de gran interés, debido a sus propiedades antioxidantes y al rol que desempefian en

la prevencién de enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Los polifenoles son
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biomoléculas que provienen de las plantas y tienen efectos antioxidantes y antiinflamatorios, los
cuales pueden modular la actividad de un amplio tipo de enzimas y células receptoras[86].

Se prepararon soluciones de acetato de celulosa (CA)- poli (vinil pirrolidina) (PVP) - (-)
epicatequina (EPI), primero se prepar la solucion de CA, utilizando como solvente una mezcla de
acetona -agua a una concentracion de 8% p/v y por otro lado una solucion de PVP-EPI con una
mezcla de solventes Agua-Etanol a una concentracion de 8% p/v. Se utilizd como técnica el
electrohilado coaxial a una razén de flujo de 0.3-4.0 mL/h, una diferencia de potencial de 11-18
KV y una distancia entre la aguja y el colector de 15 cm. Se realizaron analisis de SEM, FTIR,
propiedades mecanicas y analisis térmico. Para el analisis de FTIR se encontraron los picos
caracteristicos de los compuestos, por las técnicas de SEM y FTIR se pudo observar que los
diametros de las fibras fue de 0.7 um, en propiedades mecanicas se obtuvo una resistencia a la
tension de 1.49+0.31 MPa y un moédulo de Young de 16.79+7.43 MPa, por lo cual también se

concluye que la adicion de epicatequina no afecta en esta propiedades[29].

5.1.6 Uso de andamios con PCL y colageno

El material sintético que se utilizado con frecuencia ha sido el PCL. Las fibras de la malla de PCL
tienen en promedio un didmetro de fibra de 250 nm, se realiz6 con la técnica de electrohilado pero
el colector era un anillo de alambre de cromo-niquel. Al tercer dia de haber sembrado los
cardiomiocitos, la contraccion suele ser irregular y no hay una sincronizacion. Las contracciones y
sincronizacién suelen ser mas fuertes al paso del tiempo. Existe adherencia, proliferacion y se
establece comunicacién eléctrica entre las laminas, por lo que hay sincronizacion de las células, no
obstante la rigidez e hidrofobicidad del polimero no permite una significante adherencia y
proliferacion en la ingenieria de tejido cardiaco[3]. Por lo cual, se ha realizado una combinacion
de PCL con diferentes polimeros naturales, tal como el colageno, la elastina'y la gelatina, que han

mostrado tener una alta fuerza de tensién cuando se compara con otros andamios hibridos[3].

Se obtuvo una pelicula a base de fibras con doble capa, la capa interna posee catequina que provee
a la pelicula actividad antioxidante y gelatina que brinda propiedades de biocompatibilidad. La
capa externa es de PCL y se utilizé6 como técnica el hilado de chorro de aire. Las técnicas de
caracterizacion que usaron fue SEM y se hicieron pruebas de citotoxicidad y evaluacion de
proliferacion de las células. Se hicieron concentraciones de gelatina 1, 7y 10% , la pelicula de 1%
exhibio toxicidad pero las otras presentaron buenas propiedades de cicatrizacion de las heridas y

capacidad antioxidante[87]
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Por otro lado, se hizo una estructura en 3D de cinco capas de nanofibras electrohiladas y fueron
evaluadas con cardiomiocitos y las capas fueron viables de crear conexiones eléctricas, ademas de
que hubo sincronizacién. Se hizo igual un andamio poroso biodegradable con poli (glicélido-co-
caprolactona) (PGCL) que se utiliz6 en modelo de miocardio de una rata infartada para distribuir

celulas de médula 6sea y se pudo observar el desarrollo de vasos sanguineos nuevos[12].

Jain Aditi et. al [88] elabord un andamio de PCL y gelatina, al altimo agreg6 nanoparticulas de
oxido de cerio y demostraron que hubo citocompatibilidad con cardiomiocitos primarios,
fibroblastos y cardiomioblastos de rata. EI hecho de haber agregado nanoparticulas de éxido de
cerio impidio la produccion de radicales libres

Wang Yanan et. al [89] elaboré andamios electrohilados de PCL y después los funcionaliz6 con
poli (etilendiamina) también los mezcl6 con heparina y epigalocatequina, para el cultivo celular se
utilizaron células endoteliales del cordon umbilical de humanos, los ensayos indicaron que la
modificacion de la PCL le proporciond al andamios cualidades anticoagulantes e inhibio la

inflamacion.

5.1.7 Cardiomiocitos de pollo

La anatomia y fisiologia del corazon humano posee etapas de desarrollo similares a las del corazén
de las aves, es por ello que sirven como modelo en cardiogenesis y embriologia[34]. La mayoria
de los investigadores utilizan embriones de aves, debido a que su extraccion es reproducible y
precisa, ya que lleva afios de estudio, es éticamente aceptado y su experimentacion implica costos
bajos[90]. Asimismo, los trabajos realizados para lograr los cardiomiocitos derivados de células
pluripotentes humanas, han mostrado que éstas exhiben un fenotipo embrionario o inmadurado,

por lo que sigue siendo relevante estudiar las caracteristicas de las células embrionarias.
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6 Justificacion
Las enfermedades cardiovasculares han incrementado progresivamente su prevalencia en el
mundo, de tal modo que han llegado a ser la primera causa de mortalidad entre los paises de altos
ingresos, medianos y bajos ingresos, segun se desprende de los ultimos datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)[91].

Especificamente, en México, segun el Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica,
las cardiopatias son la primera causa de muerte, con casi 80, 000 defunciones por afio, de las cuales
més de 60, 000 son consecuencia de la cardiopatia isquémica [92]. La poblacion mexicana con
cardiopatia isquémica corresponde a 43% de pacientes diabéticos y 50% de hipertensos, ademas
de que la tercera parte son de sexo femenino, grupo que debe considerarse de alto riesgo, ya que
su mortalidad es mayor. Ademas, observamos en este grupo de pacientes la alta frecuencia de
tabaquismo. Hay que agregar que recientemente en el ENSANUT 2012, la prevalencia de obesidad
0 sobrepeso en poblacién mayor de 20 afios es de 80%][91].

Aunque el trasplante del corazén permanece como el Unico tratamiento radical en la etapa final del
fallo del corazon, se limita al tiempo corto de vida del 6rgano, asi como a las complicaciones
asociadas como lo es la inmunosupresion. Los dispositivos de asistencia mecanica ain se utilizan
en primera instancia como puentes para el trasplante y aunque esto da un alivio sintomatico, la
resincronizacién biventricular falla en un 20-30% de los pacientes. Finalmente, ninguno de los
grandes intentos que se implementaron en la Gltima década para investigar nuevos medicamentos
tuvo un rendimiento positivo para incrementar la supervivencia en pacientes con fallo del corazon,
excepto por un reciente intento en el que se reportd los beneficios del compuesto LCZ696. Debido
a esto, se han explorado nuevas opciones terapéuticas, entre las cuales se encuentra la

“regeneracion” del fallo cronico del corazon con células madre [3].

Entre las alternativas en la busqueda de solucionar el problema del tejido infartado, se encuentra,
la ingenieria de tejidos cardiovascular que es un area que combina esfuerzos multidisciplinarios;
en la ingenieria, ciencia de materiales y tecnologias medicas, con un ultimo objetivo de acercarse
a crear un substituto autologo vivo con estructura y funciones similares a los 6rganos humanos
nativos[43].

En una primera etapa se probaran los andamios con celulas ventriculares embrionarias de pollo

pues se conoce su gran viabilidad y sobrevida. (Gonzélez et. Al, 2000, Duran et. Ala, 2019).
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Asimismo, se sabe que modelos de células de mamiferos y humanas inducidas a cardiomiocitos

presentan fenotipos de cardiomiocitos inmaduros o embrionarias.

Los biopolimeros han realizado su incursion en el area de ingenieria de tejidos de una manera
formidable, por ello en aras de obtener un matriz extracelular que no sea rechazado y sea funcional
para regenerar el area del tejido infartado, se ha utilizado la poli (- caprolactona) (PCL) debido a
sus excelentes propiedades mecénicas que ayudard a la resistencia del desarrollo de coagulos, el
biopolimero también es permeable a los farmacos, con ello refiriéndose a que se utilizard
epicatequina, ya que incrementa la reduccién del tamafio del infarto al miocardio, ademas de su

excelente actividad antioxidante y para mejora de la adhesion de las células, se empleara colageno.
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7 Hipotesis
Un andamio electrohilado adicionado de colagena y epicatequina, resultard en un substrato
adecuado para la adhesién, sobrevida y crecimiento de cardiomiocitos embrionarios de pollo o

inducidos desde células de mamifero. Este ensayo permitira la pertinencia del disefio del andamio.

8 Objetivo general
Obtener un andamio mediante electrohilado que simulen a la matriz extracelular del miocardio, a
partir de: poli (e-caprolactona), coldgeno tipo | y epicatequina, para evaluar la viabilidad y

actividad los cardiomiocitos embrionarios de pollo.

8.1 Objetivos particulares

e Determinar el diametro, porosidad y calidad de las fibras por microscopia electrénica de
barrido, que favorezca una adecuada proliferacion, adhesion y filtracion de cardiomiocitos
embrionarios de pollo.

e Determinar las propiedades fisicas y quimicas de los componentes del andamio.

e Comprobar la viabilidad celular de los andamios con cardiomiocitos ventriculares
embrionarios de pollo en funcién de las condiciones de electrohilado.

e Obtener los patrones de actividad de los cardiomiocitos de embrién de pollo en los
andamios de PCL, EPl'y COL.
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9 Materiales

9.1 Polimeros:
Poli(€-caprolactona) (PCL) (Sigma Aldrich) CAS: 24980-41-4 (Ce¢H1002) n, Mn= 70,000-90,000
por GPC. Colagéna (COL) (Elastin Products Company).

9.2 Farmaco:
(L-) Epicatequina (EPI) (Sigma Aldrich) CAS: 490-46-0 CisH140s MW: 290.27 g/mol
mp:240 °C Assay > 90% (HPLC).

9.3 Solventes:
2-2-2 Trifluoroetanol (TFE) (Sigma Aldrich), Etanol (Meyer) Acetona (Sigma Aldrich)

9.4 Reactivos para el cultivo de cardiomiocitos de corazén de pollo.
Composicion de la solucion salina de Hanks mM (125 NaCl, 0.9 KCl, 3.6 NaHCO3, 0.3 Na2HPOg,
0.4 KH2PO4, 0.5 MgCl2, 0.4 MgSOs4, 10 Glucosa, 2.9 Sacarosa 9.9, HEPES y 2.2 CaCl,, pH 7,2).
Medio de cultivo nutritivo 199 Gibco BRL 10468-018, con inhibidores de la actividad proteolitica
celular para evitar el dafio celular, suero bovino fetal (FBS) como suplemento de crecimiento para
las células y suero de caballo (HS), suplemento para potenciar el crecimiento celular en cultivo y
gentamicina (Gibco Life Technologies) y 17 mM de HEPES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Los huevos de gallina fecundados y libres de patdgenos se obtuvieron de un proveedor local y
cumplen las directrices de calidad (USDA Memo 800.65). El colorante Calcium-Green-1 es de
Molecular Probes® (Eugene, Oregén, EE.UU.).
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10 Métodos
10.1 Disefio experimental robusto (Taguchi)
El experimento factorial que se elaboré para el desarrollo de esta investigacion fue el Taguchi con
5 factores y 2 niveles (Tabla 9). Se realizaron 2 réplicas, dando un total de 16 corridas (Tabla 6). La
variable respuesta fue el diametro y la morfologia de la fibra y el factor de ruido fue la humedad

relativa. Se utilizé un arreglo ortogonal Ls.

Tabla 5. Nivel de los factores

Factores Niveles

Distancia de la aguja al colector (cm) 8
Diferencial de potencial (kV) 15 18
Concentracion %(m/v) 12 17
Rapidez de flujo (mL/h) 0.2 0.6
Tamafio de la aguja (G) 22 1.65

Tabla 6. Disefio Taguchi del experimento Ls.

Orden Distanciadela Diferencial de Concentracion Rapidezde  Tamafio de

aguja al colector potencial (kV) %(m/v) flujo (mL/h) laaguja (G)
(cm)

8 15 12 0.2 22.00
8 15 12 0.2 22.00
8 15 12 0.6 1.65
8 15 12 0.6 1.65
8 18 17 0.2 22.00
_ 8 18 17 0.2 22.00
8 18 17 0.6 1.65
_ 8 18 17 0.6 1.65
_ 15 15 17 0.2 1.65
15 15 17 0.2 1.65
15 15 17 0.6 22.00
15 15 17 0.6 22.00
15 18 12 0.2 1.65
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15 18 12 0.2 1.65
15 18 12 0.6 22.00
15 18 12 0.6 22.00

10.2 Preparacion de las fibras electrohiladas
La solucion de PCL se prepar6 en TFE a una concentracion del 13% en peso. La solucion de
PCL/COL se preparé en TFE a una concentracion del 13.4% en peso disolviendo 0.65 g de PCL
en 5 mL de TFE, seguido de la adicion de 20 mg de COL, agitando la solucion durante 24 h. La
solucién de PCL/EPI se preparo afiadiendo 0.65 g de PCL y 40 mg de EPI en 5 mL de TFE para
obtener una solucion del 13.8% (p/v). EI PCL/COL/EPI se prepar6 afiadiendo 0.65g de PCL. 20
mg de COL y 40 mg de EPI en 5 mL de TFE para obtener una solucion del 14.2% (p/v). Las
mejores condiciones que se utilizaron para obtener los andamios del presente trabajo con base en
su morfologia fueron: flujo volumétrico de 0.4 mL/h, distancia del colector de 20 cm y un

diferencial de potencial de 15 kV.

10.3 Espectroscopia infrarroja por transformacion de Fourier con reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)
El FTIR-ATR es una herramienta utilizada para identificar las sefiales caracteristicas de diferentes
andamios y probar la presencia o ausencia de colageno, epicatequina y PCL. Las muestras se
analizaron en el equipo Thermo Scientific, Nicolet 6700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) acoplado con el accesorio de diamante para reflexion total atenuada (ATR) Smart Orbit a
temperatura y presion ambiente. Los andamios se cortaron en secciones de 1 cm?, se colocé la
muestra en el soporte y se ajustd con un tornillo. Los espectros se escanearon en un rango de
nimeros de onda de 500-4000 cm  con una resolucion de 4 cm . Se obtuvieron al menos 3

mediciones por muestra, y se analizaron con el software OriginPro 9.0 (Northampton, EE.UU.).
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10.4 Espectroscopia por absorcién molecular ultravioleta y visible.
Los andamios construidos con un volumen de 1 mL de disolucion electrohilada se sumergié en 50
mL de buffer salino de fosfatos (PBS) con pH 7.3 a 37 °C (Fig. 16). Se tomaron 3 mL de muestra

al,z2 34,5 6y24hy la muestra se volvia a retornar. El instrumento que se midio para calcular

Flg 16 leeracmn de la epicatequina y el colageno en PBS a 37 °C.
la absortividad de las muestras fue el UV-2600 SHIMADZU a 202 nm para el colageno y a 278

nm para la epicatequina. Se realizaron tres repeticiones por tipo de andamio PCL, PCL-COL, PCL-
EPly PCL-EPI-COL.

10.5 Anélisis térmico
El equipo utilizado para el anlisis termo gravimétrico (TGA) fue el TA Instruments SDT Q600
Module DSC-TGA Standard (USA) en el intervalo de temperatura de (25-600) °C, a una rapidez
de calentamiento de 10 °C/min, bajo una atmosfera de gas nitrégeno. Los termogramas obtenidos
se analizaron con el software TA Universal Analysis. El equipo utilizado para el analisis térmico
fue TA Instruments DSC Q100, y para el analisis de los resultados se utilizo el programa TA
Universal Analysis. La calorimetria diferencial de barrido se realizé bajo una atmdsfera de gas
nitrégeno de 25 a 100°C a 10°C/min. Cada muestra (n=3) se colocd en una bandeja de aluminio.

Se calcul6 el grado de cristalinidad como [34][35]:

AHf(Tm)

=————x1009 8
R VT ICE) R (8)
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Donde:

X.: Grado de cristalinidad

AH¢(T,,): Entalpia de fusién

g = Fraccion en peso del PCL en el andamio

AH? (T2): Entalpia de fusién del polimero con una completa cristalizacién, 142 J/g

10.6 Goniometria del &ngulo de contacto.
El 4ngulo de contacto es necesario para conocer el caracter hidrofébico o hidrofilico de los
andamios fabricados. Se cortaron seis secciones de 1 cm? del andamio como muestras de ensayo.
Se utilizo el goniémetro Ramé hart, Inc. Model 100-07-00, USA, adaptado con un sistema éptico
para observar la interaccion de la gota de agua con la superficie del andamio. El andlisis de las

imagenes se realizo con el programa ImageJ para determinar el angulo de contacto.

10.7 Microscopia electronica de barrido
Para este analisis, los andamios fueron cortados en secciones de 0.8 cm?, luego las muestras fueron
recubiertas con oro por sputter con un equipo JEOL JPC-1100, y la morfologia de la superficie fue
observada con un microscopio de emision de campo JSM-7600F, USA. El diametro de la fibra se
midié con el software Imagel. Se determinaron al menos 100 mediciones de ocho micrografias

diferentes para cada parametro de electrohilado.

10.8 Porosidad
Para la medicion de la porosidad se utilizé el método por intrusion de un liquido[93]. Se cortaron
andamios en forma circular de 1 cm de diametro (6 muestras por cada andamio PCL, PCL-COL,
PCL-EPI y PCL-COL-EPI) y se midio el espesor (repetibilidad=3), de esta manera ya se pudo
calcular el volumen total del andamio que se ocupa en la Ec. 7. Para calcular el volumen de alcohol
introducido (Ec. 9) se necesita la masa del andamio humedo (m2) y la masa del andamio seco (my);
para obtener la masa del andamio seco Unicamente basto con pesar el andamio seco en una balanza
analitica Precisa, XT 120A (repitibilidad=3), para obtener el peso del andamio himedo, primero
se agregd el andamio a un matraz aforado con 5 mL de etanol, después con una bomba de vacio se
retird todo el aire, hasta que ya no se vieran burbujas y se asegurara de que el etanol hubiera
penetrado en el andamio y se peso el matraz aforado. Después se retird el andamio y se pesé

nuevamente el matraz aforado con la cantidad de etanol sobrante y se calculé m, con la Ec. 10.
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Para calcular la densidad del etanol Ec. 8, se utiliz6 un picndmetro KIMAX (USA) de 10 mLy
finalmente la porosidad € entre los andamios se calcul6 con la Ec. 7 [93], para el célculo de las

incertidumbres puede consultar el Anexo A:

Volumen del alcohol introducido (9)

&€= Volumen del alcohol introducido + Volumen total del andamio

Maicohol
Paiconol = (10)
Vaicohol

m; —my
Volumen de alcohol introducido= (11)
PEtanol
m, = masa del matraz aforado con andamioy etanol — masa del matraz aforado con etanol (12)

10.9 Propiedades mecéanicas
Se aplico el método de prueba estandar de la norma ASTM D1708 para medir la resistencia a la
traccion, el médulo de Young y la deformacion a la ruptura. El equipo que se utilizd fue una
maquina de ensayos universal AGS-X Shimadzu. Se probaron tres especimenes a temperatura

ambiente, y la rapidez de la prueba fue de 10 mm/min.

10.10 Cultivo celular
Los cultivos celulares primarios se prepararon siguiendo el procedimiento establecido por Bub et
al.,[36], y Gonzélez et al.,[37]. Las celulas ventriculares se aislaron de los corazones del embrién
de pollo leghorn blanco después de siete dias de incubacién. Los ventriculos se disociaron en
células individuales por accion enzimatica y se recubrieron a densidades de 4,0x10% células/mL en

placas de plastico. Las células se mantuvieron en el medio al 5% de CO>, a 37 °C durante 3-4 dias
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antes de realizar los experimentos [4]. Los andamios se cortaron en trozos de 0,5 cm? y se
esterilizaron con luz UV durante 25 minutos dentro de las placas de Petri. Las células se depositaron
suavemente con una micropipeta (20 pL) sobre los andamios, esperando unos 20 min para que las
células se precipitaran y se adhirieran; después, se afiadio el medio M199. Una vez completado
este procedimiento, las placas de Petri se incubaron en una atmdsfera de 5% de CO- por 24 h a 37
°C.

El registro de las fluctuaciones de Ca?* se evalu6 mediante microscopia de fluorescencia, y la
obtencidon de imagenes del indicador sensible al Ca?* Calcium Green-1 se realiz con una camara
de microscopio Leica DFC360FX (Leica, Wetzlar, Alemania) y un estereomicroscopio (Leica,
Wetzlar, Alemania) [4]. Utilizando el software Micro-Manager, disponible gratuitamente, se
establecieron los parametros de grabacion (nimero de iméagenes y rapidez de captura) y se
realizaron fichas. Las iméagenes se tomaron durante 1 minuto con un tiempo de exposicion de 50 a

130 ms para su posterior analisis con el programa NIH Image-J, de libre acceso.

10.11 Ensayo de citotoxicidad
Para el ensayo de citotoxicidad, las células se prepararon como se menciona en la seccion de cultivo
celular. Después de 24 horas, las células se incubaron a 37 °C en la oscuridad con Calceina- verde
AM (Molecular Probes®; Eugene, OR, USA) y Yoduro de Propidio (PI) 1 uM (Molecular
Probes®; Eugene, OR, USA) durante 15 minutos, y luego se lavaron con solucion de Hank. Las
células se expusieron a Triton X-100 0,1% como controles negativos. Las imagenes se obtuvieron
utilizando un microscopio de epifluorescencia automatizado ImageXpress® MicroXLS (Molecular
Devices, San José, CA) y se visualizaron con un objetivo de 10X. Los colorantes se excitaron a
488 nm (Calceina verde-AM) y 545 nm (Yoduro de propidio). Para cada condiciéon y cada
colorante, se adquirieron 5 imagenes cada 20 micras en el plano z y se realiz6 una reconstruccion
con la suma de las 5 imagenes. Las imagenes se analizaron mediante el programa MetaXpress®

(Molecular Devices, San José, CA).

10.12 Métodos estadisticos
Los resultados de los analisis se representan como media * desviacion estandar de la media (SEM).
Las comparaciones de los analisis de datos se realizaron con el ANOVA no paramétrico de una via
y comparaciones multiples con la prueba post-hoc de Tukey. Para el analisis de los datos se utilizd
el software GraphPad Prism version 9. La diferencia entre medias se considero ns p<0.05, *p<0.05,

##p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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11 Resultados y discusion.

11.1 Disefio experimental robusto (Taguchi)
El proceso de electrohilado conlleva varias causas de variabilidad (ruidos) como lo puede ser
temperatura y humedad relativa del medio ambiente que no permiten obtener fibras sin defectos
(cuentas) o que permita un electrohilado uniformes (Fig. 17).

Fig. 17 Defectos del proceso de electrohilado.

El disefio Taguchi propone la optimizacion en dos pasos[80].

1. Maximizar el valor de la respuesta S/R (o0 S/N asi lo interpreta el programa minitab)
2. Los factores que s6lo afectan a la media se utilizan como factores de ajuste para llevar a

ésta a su valor objetivo.
Tomando en cuenta el punto nimero 1, el valor que mas maximiza el valor S/R es la concentracién

del polimero Fig. 18.

Grafica de efectos principales para Relaciones SN
Medias de datos

Dis aguja colec Diferencial de potencial Concentracion Velocidad de Flujo Tamafiode la aguja

-25.0

-27.5

-30.0

-32.5

Media de Relaciones SN

-35.0

8 15 15 18 12 17 02 06 165 22.00

Respuesta dindmica: Referencia de sefial 0 Referencia de respuesta 0

Fig. 18 Gréfica de efectos principales, S/R.
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Ahora hay que observar si el valor es estadisticamente significativo (Valor p<a: La asociacion es
estadisticamente significativa, Valor de p>a: la asociacidn no es estadisticamente significativa) y
finalmente determinar si existe una asociacion entre la variable respuesta y el factor. Como se
puede observar en la Tabla 7, la concentracion tiene un valor de p=0.043, por lo cual si hay una

asociacion estadisticamente significativa.

Tabla 7 Andlisis de Varianza de Relaciones S/N

Suma
Grados Suma de Cuadrados de
secuenciales
de d cuadrados medios Valor F Valor P
e
libertad ajustada. ajustados.
cuadrados.
Distancia de la | 1 14.482 14.482 14.482 1.35 0.37
aguja al
colector
Diferencial de | 1 5.611 5.611 5.611 0.52 0.55
potencial
Concentracion | 1 233.652 233.652 233.652 21.70 0.04
Rapidez de 1 131.348 131.348 131.348 12.20 0.07
Flujo
Tamafodela | 1 11.663 11.663 11.663 1.08 0.41
aguja
Error residual | 2 21.532 21.532 10.766
Total 7 418.288
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Se establecieron dos niveles para el factor de la concentracion del polimero de 12% m/v'y de 17%

m/v, al observar la grafica de desviacion estdndar Fig. 19 se muestra que el valor mas bajo 12%

m/v, presentd menor desviacion estandar.

Grafica de efectos principales para Desvs.Est.

Medias de datos

Dis aguja colec Diferendal de potencial Concentracién
24
22
e
ud
;i 20
)
a
P 18
o
G
o
o 16
=
14
12
8 15 15 18 12 17

Respuesta dinamica: Referencia de sefial 0 Referencia de respuesta 0

Velocidad de Flujo Tamano de la aguja

-

0.2 0.6 1.65 22.00

Fig. 19 Graéfica de efectos principales para desviacién estandar.

Por lo tanto, tomando en cuenta el andlisis de disefio Taguchi, se establece que la concentracion es

un factor importante que ayuda a hacer robusto al proceso de electrohilado a condiciones

ambientales y el nivel méas bajo de concentracion que se puede utilizar es 12% m/v. Haciendo uso

de estos datos y tomando en cuenta los analisis del Anexo B, se determinan las siguientes

condiciones de electrohilado:

Tabla 8 Condiciones de electrohilado

Factores de electrohilado

Distancia de la aguja al colector (cm)

20

Razon de flujo (mL/h)

0.4

Tamafio de la aguja (G)

22

Concentracion del polimero % (m/v)

13

Diferencial de potencial

15
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11.2 Morfologia de la fibra

Todos los andamios presentan fibras, como puede verse en la Fig. 20. En la Tabla 9 se observa que
los diametros de las fibras de PCL presenta el valor mas alto con una diferencia significativa con
respecto a los demas sustratos. El histograma de distribucién de los diametros del andamio de PCL
es simétrico; las fibras de PCL-COL junto con las de PCL-COL-EPI son las mas pequefias, aunque
el histograma del andamio de PCL-COL presenta una distribucion ligeramente sesgada a la
izquierda (Fig. 21), mientras que el histograma de las fibras del andamio de PCL-COL-EPI, Fig.
21, presenta una distribucién relativamente simétrica y son las mas delgadas debido a que el
colageno y la epicatequina tienen grupos funcionales que aumentan el nimero de cargas por unidad
de superficie (Fig. 22)[7].

Tabla 9. Morfologia de las fibras de los diferentes andamios.

Solucion Diametro de la fibra! Area entre fibras _
, Porosidad
(W) (Hm?)

PCL 1.20 +5.3x10°® 50.21+1.68 0.603+0.184
PCL-COL 0.48 +4.6 x 107 19.23 + 0.66 0.736+0.162
PCL-EPI 0.76 £0.04 15.38 £ 0.97 0.634+0.169
PCL-COL-

£ 0.45+ 2.7 x 103 37.94+£1.04 0.715+0.174

i

Fig. 20 Morfologia de las fibras. A) PCL B) PCL-EPI C) PCL-COL D) PCL-COL-EPI X=5000 Escala bar=1 pm

! Promedio + SEM, al menos 100 mediciones de 8 diferentes micrografias fueron determinadas.
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Number of values

A pesar de que no hubo un cambio en los parametros del proceso de electrohilado, en la disolucion
se utilizo colageno que es un polielectrolito, y que es Ilamado asi debido a los grupos cargados a
lo largo de la cadena[94] (Fig. 22) y que permite el aumento en densidad de carga en los chorros
expulsados, lo que favorece la formacién de fibras de menor diametro, como se observa en los

andamios obtenidos (Fig. 20), dando mayor homogeneidad en los didmetros, ya que Unicamente

PCL-EPI
150 50 PCL-COL PCL-COL-EPI
200 100
@
100 % 40 8 150 g 5
: T !
5 % 100 3
50 £ i g
% 3 50 2:‘ 20
’ i, S B B, el 5, L] ° o °
Q%ﬁq’kgkpk\f\'}\qkfikﬁ!\ﬁﬁﬁé VP PRI EN P P Py P Pn FFEEEFS evcretlitSeaia iy

Diameter of fibers {um}) Diameter of fibers (um) Diameter of fibars {um) Diameter of fibers {um)

Fig. 21. Histograma de los diferentes andamios electrohilados.
unas pocas fibras mostraron mayor diametro (0,6-0,9 um) que coincide con lo reportado en otros
trabajos [7,95] . El histograma de PCL-EPI (Fig. 25) presenta una distribucion sesgada a la
izquierda, con una que otra fibra con un valor del didmetro muy grande (2.8 um). Por su parte, la
estructura de la epicatequina contiene grupos hidroxilo (Fig. 22), que es probablemente la razon
por la que aumenta la densidad de carga de la disolucién, reflejandose en la disminucion del
diametro de la fibra [94,96]. Por otro lado, no hay una suficiente compatibilidad entre la PCL y la

EPI, lo que da lugar a soluciones no homogéneas que provocan diametros de fibra no uniformes.

Fig. 22 Estructuras quimicas de la epicatequina y el colageno.
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El andamio de PCL tiene la mayor area entre fibras, en contraste con el andamio de PCL-EPI, que
tiene un area menor entre fibras. El area entre fibras se midio entre las fibras de primer plano de
los andamios, Fig. 23. Micrografia de PCL, medicion del area entre fibras. Se puede observar en
la Fig. 25 que no hay diferencia significativa entre el andamio de PCL-EP1y PCL-COL, en lo que
respecta al area entre fibras. Al parecer la proteina y el flavonoide estan presentando una funcion
parecida al interactuar con el polimero y pasar por un proceso de electrohilado haciendo que las
fibras estén mas juntas y por tanto presentar una menor area entre éstas. Cabe destacar que
Unicamente se esté realizando una medicién del primer plano, no obstante, también se realizé una

medicion de la porosidad del andamio, que involucra en su totalidad la porosidad del andamio.

Fig. 23. Micrografia de PCL, medicion del area entre fibras.
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El &rea entre fibras, la porosidad, asi como el didmetro de las fibras se presentan en la Fig. 24. Los
andamios de PCL muestran que, a mayor area entre fibras, mayor es su diametro y tienen una

menor porosidad. De forma contraria, los andamios de PCL-COL presentan menor diametro de las
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Fig. 24 Relacion del diametro y area entre fibras, asi como la porosidad

fibras y también menor su area entre estas, pero poseen una mayor porosidad. No obstante, al
agregar la epicatequina se presenta la menor area entre fibras con bajo diametro de la fibra y
porosidad. En cambio, al agregar los tres componentes, PCL, COL, EPI, el diametro de fibra

disminuye, pero aumentan la porosidad y el area entre fibras.
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Fig. 25 Analisis estadistico del diametro de la fibra, area y porosidad. No significante (ns) p<0,05, *p<0,05, **p<0,01,
##%p<0,001, ****p<0,0001.
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11.3 Liberacion de la epicatequinay el colageno
Con el fin de conocer el perfil de liberacion de la epicatequina y coladgeno se aplicaron dos modelos
matematicos. El de orden cero y el modelo de Higuchi; esto para ver a qué modelo se ajusta mas.
Los perfiles de comportamiento de liberacion de la epicatequina en PBS se estudiaron por 24h. El
perfil del andamio de PCL-COL se muestran en la Fig. 26. Peipei Huo et. al [97] realizaron pruebas
de liberacién de fibras electrohiladas de PCL-COL, variando las cantidades de PCL y COL. El

perfil que ellos obtuvieron se asemeja al del presente estudio con el que contiene una mayor
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Fig. 26 Perfil de liberacion del colageno.

cantidad de PCL, en el cual la liberacion del colageno es largo y lento, después de 48 h ellos
reportan un porcentaje de liberacion del 37.8%, en este estudio, en 24h la liberacion fue de 39%.

El perfil de liberacion de la epicatequina se muestra en la Fig. 27. Como se puede observar, a las
24h apenas se liberd el 0.9% del flavonoide. 1. Y. Lépez Pefia et. al [98] realizaron un estudio de
la liberacion de la epicatequina en agua ultrapura de un andamio electrohilado coaxialmente con
poli (pirrolidona de vinilo). Sus resultados muestran una liberacion del 45% del flavonoide
alcanzando el equilibrio en un tiempo de 200 minutos. Existen dos diferencias importantes entre el
método aplicado por Lopez Pefia et. al [98] y el aqui mostrado, una de ellas es el polimero, ya que
en nuestro estudio se utilizd PCL y la otra diferencia es que ellos desarrollaron fibras coaxiales, lo
que hace que el flavonoide se encuentre por dentro de la fibra. Cabe destacar que la poli (pirrolidona
de vinilo) es soluble en agua, en este caso la PCL no lo es. Es probable que la alta solubilidad de
la poli (pirrolidona de vinilo) explique la razon por la cual la epicatequina se libere en menor
tiempo. Para el desarrollo de este estudio, el analisis se hizo por la técnica de UV-vis y se midio la
absorcion a 278 nm, que es su Amax [99,100]. Meng Shi et. al [101] mostraron que la epicatequina

tiene baja fotoestabilidad cuando se aplica radiacion ultravioleta B (UVB) por 6 h. Este tipo de
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radiacion es comparable a la radiacién solar, lo cual genera fotoproductos amarillos. Ciertamente,
durante el presente estudio también hubo una coloracion amarilla, lo que indica la epimerizacion
de la epicatequinay por tanto, también el bajo porcentaje de liberacion. Al obtener estos resultados,
una de las propuestas para hacer mas estable a la epicatequina es estabilizarlo con
epigalocatequina[102].
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Fig. 27 Perfil de liberacion de la epicatequina.
El modelo que mas se ajusta a la liberacidn del colageno es el de Higuchi (Tabla 10). En el andamio
de PCL-EPI el que més se ajusta es el de orden cero, pero con una R? baja. En el modelo de orden
cero, la liberacion estd en funcion del tiempo y el proceso toma lugar a razén constante,
independientemente de la concentracién del agente activo[72].

Tabla 10. Modelos de liberacion de los andamios electrohilados

PCL- PCL-

COL EPI
Modelo de orden | ko 0.03 0.04
cero RZ |0.91 0.58
Modelo de  k 1.21 1.64
Higuchi RZ 10.93 0.56
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11.4 Espectroscopia infrarroja por transformacion de Fourier con reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)
El espectro ATR-FTIR de la PCL se muestra en la Fig. 28 y muestra cuatro bandas caracteristicas
criticas: un pico de estiramiento muy fuerte de C=0 a 1726 cm™, estiramiento de grupos alifaticos
como CH a 2938 y 2853 cm™, y estiramiento de C-O (1293 cm™) [17,19]. Los picos caracteristicos
de la (-) epicatequina se observaron en 3431 cm™ y 2924 cm™, que se atribuyen a las vibraciones
de estiramiento de los grupos -OH y -C=CH [98]. Los espectros ATR-FTIR del colageno mostraron
bandas de absorcion en 1246 para la amida 111 (estiramiento C-N), en 1541 cm™ para la amida 11
(flexion N-H), en 1639 cm™ para la amida | (estiramiento C=0) y, finalmente, en 3281 cm™ para
la amida A [62]. A una longitud de onda de 1010 cm™, el andamio de PCL-COL no presenta una
banda, la cual si estd presente en los andamios de PCL-EPI y PCL-EPI-COL; esta banda es
caracteristica en grupos aromaticos, que estan presentes en la estructura de la epicatequina. Los
andamios de PCL-EPI y PCL-COL-EPI, presentan una banda ancha iniciando aproximadamente a
3300 cm? y terminando en 3500 cm?, que es caracteristico de enlaces de hidrogeno
intermoleculares, en el andamio de PCL-COL, también se presenta esta banda, pero en menor
intensidad que es atribuido a la amida tipo A[103]. A una longitud de onda de 1616 cm™, en los
andamios que tienen epicatequina se alcanza a percibir una ligera banda, debido a las vibraciones
de estiramiento -C=C- (aromatico) y -C-C- (aromatico). A una longitud de onda de 1164 cm™, las
diferentes combinaciones de los andamios presentan una banda atribuible al estiramiento C-

O[104]. Estas observaciones validaron la presencia de PCL, colageno y epicatequina
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Fig. 28. ATR-FTIR espectro del colageno, la epicatequina, PCL y de los diferentes andamios, PCL, PCL-

COL, PCL-EPl y PCL-COL-EPI.
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11.5 Hidrofilicidad
La capacidad del andamio de interaccionar con el agua se midi6 a través del angulo de contacto
(Fig. 29). Los andamios de PCL, PCL-EPI y PCL-COL-EPI son hidrofébicos y el andamio de
PCL-COL es hidrofilico. El sustrato de PCL mostré un mayor angulo de contacto que los otros
andamios electrohilados; esto se debe en gran medida a la naturaleza hidrofébica del PCL, que no
tiene grupos funcionales afines al agua en su cadena principal, lo que provoca una escasa afinidad
celular[105] . Los andamios fabricados con PCL/COL y PCL/EPI/COL tenian &ngulos de contacto
mas pequefios que los andamios de PCL. Estos resultados sugieren que la adicion de coladgeno
mejord la humectabilidad del sustrato, porque las cadenas de colageno tienen grupos finales
hidrofilicos como los grupos NH2 y COOH de los péptidos glicina, prolina e hidroxiprolina que
interacttian con las gotas de agua para hacer enlaces de hidrégeno [106]. Esto, en principio, puede
mejorar la fijacion de las células, como consecuencia de las interacciones entre los receptores de
integrinas en la membrana celular y los dominios RGD en las moléculas de colageno[107] . De
igual manera es notable que conforme pasa el tiempo, el &ngulo de la gota que se forma en contacto
con el andamio de PCL-COL va disminuyendo, haciendo que aumente de manera significativa la
diferencia entre los angulos de contacto con los demas andamios. A pesar de que la epicatequina
influy6 para que el angulo de contacto disminuyera, no se presentd una diferencia significativa con

el andamio que Unicamente contenia PCL.
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Fig. 29. Angulo de contacto de los diferentes andamios
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11.6 Anélisis Térmico

Los termogramas TGA del PCL, la epicatequina y el coldgeno obtenidas por separado se muestran
en la Fig. 30 y se observa estabilidad térmica de la epicatequina permanecio sin cambio hasta los
214 °C [108], se presenta un siguiente cambio aproximadamente a 250 °C y el Gltimo hasta los 328
°C degradandose gradualmente hasta los 1000 °C, que se le puede atribuir a los principales
productos de la pirolisis de la epicatequina que son catecol y 4-metilcatecol [109]. La pérdida de
masa del coldgeno comprende tres etapas: la eliminacion del agua absorbida fisicamente de 30 a
98 °C; la degradacion de la estructura de la molécula del colageno que corresponde de 230 a 372
°C; y la combustion de componentes residuales organicos que inicia a 380 °C y Batista Thelma et.
al [110] menciona que esta Ultima etapa comprende hasta los 650 °C, sin embargo en el presente
trabajo se llevd a cabo el proceso hasta los 500 °C y es quizé por ello que se tiene un residuo del
27% (Ver Anexo C) [62].
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Fig. 30 Termograma de la pérdida de masa de PCL, EPI y COL.

El PCL presenta un unico paso de la descomposicion a 380 °C que corresponde a la ruptura de la
cadena de poliéster via reaccion de cis-eliminacion y despolimerizacion de los extremos de la
cadena polimérica [16]. Las temperaturas de descomposicion de los andamios PCL, PCL-COL,
PCL-EPIly PCL-EPI-COL se muestran en la Fig. 31. La adicion de epicatequina, colageno o ambos
al andamio dio lugar a un desplazamiento de la temperatura en lo que refiere a la pérdida de masa,
de 317 a 362 °C, el incremento en las temperaturas de degradacion también fue encontrado por
Aguirre et. al [111] cuando afiadi6 coladgeno y elastina a la PCL. Este incremento se podria explicar
debido a la interaccion de PCL con la estructura del coldgeno que se estabiliza mediante enlaces

de hidrogeno inter e intra-cadena, y los compuestos fenolicos de los vegetales que pueden
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establecer enlaces cruzados con la PCL a través de mdltiples enlaces de hidrdgeno [112]. El
tratamiento con polifenoles conduce a la mejora de la estabilidad hidrotérmica del colageno y se
asocia a las interacciones entre las moléculas de polifenol y de colageno; también se producen

interacciones mas fuertes, que proporcionan una gran estabilidad a las matrices de colageno [113].
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Fig. 31. Termograma de las diferentes pérdidas de masa de los andamios PCL, PCL-COL, PCL-EPIl y PCL-
COL-EPLI.

Se cree que las regiones amorfas de la PCL se caracterizan por su elasticidad debido a la naturaleza
semicristalina de la PCL. El polimero pristino es fragil, rigido y sélido por debajo del punto de
fusién. Cabe destacar que antes del andlisis por DSC, la PCL pas6 por un proceso de electrohilado
y se ha reportado que durante el electrohilado se forman esferulitas dendriticas ortorrombicas en
las fibras de los andamios [114]. La Fig. 32 muestra los termogramas por DSC de los andamios
de PCL, PCL/COL, PCL/EPI/COL, y PCL/EPI. Las propiedades térmicas del termograma DSC
del PCL son similares a las reportadas por otros autores [115-117]. Se encontr6 que la temperatura
de fusion (Tm) aumenta ligeramente cuando el PCL se mezcla con COL, EPI, o0 ambos. Cuando se
mezcla con PCL-COL-EPI, las posibles interacciones de hidrégeno entre las moléculas de EPI y
COL (Fig. 28) mejoran la estabilidad hidrotérmica [118] . Los andamios de PCL-COL tuvieron el
mayor calor de fusion y cristalinidad (Tabla 11). La naturaleza de la proteina puede explicar este
hallazgo, porque su estructura contiene fibrillas de colageno como bloques de construccion
elementales, y fue un microdespliegue que permitio la interaccion con el PCL igual cabe destacar

que en el termograma del TGA del colageno (

Fig. 30) se muestra una pérdida de masa por el residuo de agua de 30-98 °C y lo mas probable es

que por eso se tenga un alto calor de fusion[21,22].
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Fig. 32. Termogramas por DSC de los diferentes andamios obtenidos con PCL, PCL-COL, PCL-EPI y PCL-
COL-EPI

Tabla 11. Punto de fusion, entalpia y cristalinidad de los andamios electrohilados

Muestra Tm (°C)? AH (J/g)? Xc (%)
PCL 590.34 +0.22 58.47 £5.52 | 41.18
PCL-COL 62.23+0.51 | 67.76 £ 2.03 | 49.20
PCL-COL-EPI | 60.21 £0.47 | 59.07 £4.6 | 45.46
PCL-EPI 60.20 £ 0.12 | 58.67 £ 0.96 | 43.86

2 Promedio + SEM
3 Promedio + SEM
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11.7 Propiedades mecénicas

Con el fin de conocer las propiedades mecénicas de los andamios electrohilados se realizaron
ensayos de tension (Fig. 34). Es posible observar en la Fig. 33 que no hay diferencia significativa
en la tension de carga ultima entre los andamios de PCL, PCL-EPI, PCL-COL y PCL-COL-EPI.
Entre los andamios de PCL-EPI, PCL-COL y PCL-COL-EPI no existe diferencia significativa en
el modulo de Young, no obstante, si existe una diferencia significativa entre los andamios de PCL,
PCL-COL yentre los de PCL, PCL-COL-EPI. Donde realmente se nota una diferencia significativa
es en el grafico de deformacidn de carga ultima. Se perciben dos grupos, uno representa a los
andamios de PCL y PCL-EPI y por el otro se tienen los andamios de PCL-COL y PCL-COL-EPI,
esto podria explicarse, en parte, porque tanto la proteina hizo mas rigido y resistente a los andamios,
pero redujeron su deformacion, mientras que el flavonoide actiio como un lubricante entre las
moléculas de PCL. Los diametros de las fibras fueron mas delgados para los andamios de PCL-
COL y PCL-COL-EPI, ya que el coladgeno es un polielectrolito que ayuda a producir fibras mas
delgadas. Por lo tanto, en la prueba de tension estos andamios presentaron menor deformacion a
la ruptura (Fig. 33) [114,119].
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En la Fig. 35 se puede apreciar que los andamios que tienen mayor deformacion de carga ultima
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Fig. 34. Diagrama del ensayo-tension de los diferentes andamios
tienen un diametro de fibra alto y porosidad baja, aunque no se observa una tendencia de la
deformacion de carga Ultima con el area entre fibras; el andamio de PCL posee un area entre fibras
alto y también una alta deformacion de carga Gltima, el substrato de PCL-COL tiene un area entre
fibras bajo y también presenta una baja deformacion de carga Gltima. No obstante, al agregar

epicatequina se intercambia la tendencia, ya que, aungque presenta un area entre fibras bajo se tiene
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Fig. 35 Relacién del diametro y area entre fibras, porosidad y la deformacion de carga
ultima.
una alta deformacion de carga ultima, mientras que el andamio de PCL-COL-EPI tiene un area
entre fibras alto y disminuye la deformacion de carga ultima. Es probable que la adicion de

epicatequina produzca un efecto plastificante en las propiedades mecanicas, provocando una alta
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deformacion de carga ultima[120]. Wong et al [121] argumenta que el efecto del diametro en las
fibras de PCL en las propiedades mecénicas es mas predominante para fibras con didmetros
menores a 0.7 um. Como ya se habia mencionado, la disminucion de las fibras en los andamios
aqui obtenidos se debid a la naturaleza polielectrolitica del colageno y de la epicatequina. La
explicacion del mejoramiento de las propiedades mecanicas al disminuir el diametro de la fibra, es
debido a que al estirar la disolucién polimérica en el proceso de electrohilado, se produce una alta
orientacion de las cadenas macromoleculares, sin embargo, en este caso no se tiene Unicamente
PCL, sino que también hay colageno y epicatequina, que es probable que interactien con la cadena
polimérica no permitiendo del todo esta orientacion y reducen la cohesion entre las moléculas de

PCL, lo que se refleja en una disminucién de la deformacién de carga dltima.
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Fig. 36 Relacion del diametro y area entre fibras, porosidad y Modulo de Young.
En la Fig. 36 se puede observar que el didmetro de la fibra y el mddulo de Young estan
relacionados: mayor diametro de la fibra, mayor médulo de Young. El efecto contrario se observa
en la porosidad, ya que se observo que a menor porosidad se presenta mayor modulo de Young.

Una alta orientacion en la cadena polimérica resulta en el incremento del modulo de Young, es por

tanto posible que el colageno, la epicatequina o los dos juntos, interaccionaron con las cadenas de
la PCL provocando que disminuyera la orientacion de estas y por lo tanto se presentara un menor
modulo de Young[122]. Por otro lado, una baja porosidad resulta en una alta densidad de
empaquetamiento y por tanto un incremento en el mddulo de Young[122], que es la tendencia que
se presenta en la Fig. 36. En el area entre fibras cuando se trata del andamio de PCL, si el area es

alta, también lo es el modulo de Young, pero no es asi con el andamio de PCL-COL-EPI donde el
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area también es alta, pero el mddulo de Young no lo es. Cuando el area es baja en el substrato de
PCL-COL, también lo es en el médulo de Young. Con respecto al andamio de PCL-EPI, su area

entre fibras también es baja, pero no asi el modulo de Young.
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Fig. 37 Relacion del diametro y area entre fibras, porosidad y Tensién de carga Ultima.
La tension de carga ultima se relaciona con la porosidad: para los andamios de PCL-COL, a mayor
tension de carga Gltima, mayor porosidad (Fig. 37). La tension de carga Gltima se comporta de
forma opuesta, por lo que, una menor tension de carga Gltima se presenta a mayor didametro de la
fibra. Esto se puede atribuir a que con didmetros de fibra delgados, la epicatequina y el colageno
no permitieron una cierta orientacion molecular durante el estiramiento de la disolucion polimérica
en el proceso de electrohilado, modificando sus propiedades elastoméricas, permitiendo una mayor
tension de carga Gltima[122]. De igual manera se notan ciertas tendencias con lo que se refiere al
area entre fibras; en el andamio de PCL a mayor area entre fibras menor tension de carga ultima
pero no sucede asi con el andamio de PCL-COL-EPI, ya que igual posee un area alta, pero su
tension de carga ultima es baja y por el otro lado se tiene el andamio de PCL-COL que tiene un
area entre fibras bajo y su tension de carga ultima es alta pero el substrato de PCL-EPI igual tiene

un area entre fibras bajo y su tension de carga Gltima es baja.
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11.8 Cultivo celular
Para evaluar la biocompatibilidad de los andamios, se marcaron los cardiomiocitos con calcein-
AM y yoduro de propidio (PI). La calceina-AM entra pasivamente en las células metabdlicamente
activas. Unavez dentro, la calceina-AM es convertida por las esterasas citosélicas en calceina verde
fluorescente, etiquetando asi las células vivas; en sentido contrario, el yoduro de propidio (PI) es
un colorante de tincion de nucleos impermeable a la membrana celular, por lo que cuando las
membranas celulares se ven comprometidas, el Pl accede al ADN y entonces, la fluorescencia de
las células aumenta drasticamente, por lo que se utiliza para etiquetar células muertas. La Fig. 38
muestra que en cada uno de los andamios PCL, PCL-EPI, PCL-COL, y PCL-COL-EPI las celulas
se tifien principalmente con calceina (Fig. 38 primera columna), y sélo una proporcién muy
pequefia de células se tifien con Pl (Fig. 38 segunda columna, células muertas), demostrando la
biocompatibilidad de las células con los andamios. El panel inferior de la Fig. 38 muestra el control
negativo con cardiomiocitos muertos expuestos a Triton X-100 0,1%, que es un detergente
utilizado para desnaturalizar las membranas celulares, por lo que el PI tifie el ADN de las células

muertas.
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Calceina +Yoduro de
Calceina-AM Yoduro de propidio

propidio

PCL-COL
PCL EPI PCL

PCL-COL- EPI

Control
negativo

Fig. 38 Iméagenes representativas de los cardiomiocitos vivos tras 24 h de cultivo marcados con calceina
(primera columna) y cardiomiocitos muertos tratados con yoduro de propidio (segunda columna), la
superposicion de los dos colorantes para cada condicidn se muestra en la tercera columna. Los
cardiomiocitos muertos (control negativo) etiquetados con yoduro de propidio tras ser expuestos a Triton X-

100 0,1% se muestran en el panel inferior. Escala =100 g m
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Se analizo la contractilidad de los cardiomiocitos al ser cultivados en los diferentes andamios PCL,
PCL-EPI, PCL-COL y PCL-COL-EPI y se observo que la microtopografia afecta a la organizacion
y funcién de estas células[24]. Se obtuvieron graficos de la intensidad de la fluorescencia en
funcién del tiempo para identificar las sefiales de calcio intracelular, y las zonas de altos valores de
fluorescencia coincidian con células que tenian enormes fluctuaciones de calcio intracelular,
mientras que las regiones con baja fluorescencia correspondian a zonas menos activas (Tabla 12)
[32].
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Fig. 39 Frecuencia y periodo de los cardiomiocitos en los diferentes andamios PCL,
PCL-EPI, PCL-COL y PCL-COL-EPI.

En la segunda columna de la (Tabla 12) se muestra una imagen representativa del cultivo celular
de cada uno de los andamios (PCL, PCL-EPI, PCL-COL y PCL-COL-EPI), y la numeracion
representa la secuencia de los sitios con mayor fluorescencia, mientras que en la tercera columna
se representa cada numeracion en un grafico versus la fluorescencia. Las lineas punteadas en el
andamio de PCL indican cémo el pico de las ondas no coincide entre las diferentes numeraciones,
lo que indica que no hay sincronizacion en el andamio; un comportamiento similar se puede
observar en el andamio PCL-EPI, ademas de que la adicion de la epicatequina disminuyo la
frecuencia de las ondas. En los andamios PCL-COL-EPIy PCL-COL, las lineas de puntos indican
cémo las crestas de las ondas coinciden entre los diferentes nimeros, lo que indica sincronia en la
actividad de los cardiomiocitos. Ademas, se observo que el colageno aumentaba la frecuencia de

las ondas; es decir, hay una mayor actividad de los cardiomiocitos, pero la frecuencia de las ondas
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volvio a disminuir cuando se afiadio epicatequina. La Fig. 39 mostré el aumento significativo de

la actividad de los cardiomiocitos tras la adicion de coldgeno al andamio.

El patron de actividad indico una fuerte correlacion entre la morfologia de las fibras y las
propiedades mecanicas. Los andamios de PCL y PCL-EPI mostraron tener un médulo de Young y
una deformacion a la ruptura mayor. En consecuencia, las células no mostraron una actividad
sincronizada, las sefiales de calcio no cambiaron simultaneamente y no hubo una capa continua de

células conectadas en el electrohilado de PCL-COL.

Los sustratos PCL-COL-EPI tenian el menor diametro de fibra, modulo de Young y deformacion
a la ruptura; en estas estructuras se observo la actividad contractil sincronizada de los
cardiomiocitos. Ademas, se encontraron variaciones coordinadas de [Ca*?]int a lo largo de toda la
plataforma. Miinch et al.[123] mencionaron que los cardiomiocitos in vitro funcionan mejor cuando
los valores de rigidez de los sustratos son similares a los del miocardio en desarrollo, se ha
reportado que la rigidez de ventriculo izquierdo es cerca de 10-20 kPa[3]. El colageno proporciona
esa rigidez [123], lo que explica el comportamiento mejor sincronizado de los cardiomiocitos de
pollo en los andamios PCL-COL y PCL-COL-EPI.

El andamio con s6lo PCL tiene la mayor rigidez, y la adicion de colageno, epicatequina o ambos
disminuyé la rigidez que permitié un mejor rendimiento de los cardiomiocitos, pero el angulo de
contacto también fue un factor indicativo de la adhesion celular. Un angulo de contacto menor
indica una mejor interaccion de los grupos funcionales con las células, y los andamios con los
valores mas bajos fueron PCL-COL y PCL-COL-EPI. La epicatequina con poli(caprolactona) no
permitio la sincronizacion de la actividad de los cardiomiocitos de pollo; en cambio, las células
formaron agregados dispersos. El flavonoide por si mismo fue ineficaz para aumentar la frecuencia
y la sincronizacion de la actividad de los cardiomiocitos de pollo; sin embargo, fue eficaz cuando
se combind con colageno. La estructura quimica de la epicatequina contiene grupos hidroxilos y
dobles enlaces que permiten interacciones con el colageno [124]. Qu et al. [124] informaron de que
la epicatequina sirve de protector cardiovascular al producir monéxido de nitrogeno (NO), que es
un regulador de la relajacion dependiente del endotelio. La actividad de los cardiomiocitos depende
de las propiedades morfolégicas y mecanicas y de que tan hidrofilos sean los andamios, ya que
estas propiedades varian en funcién de si contienen colageno, epicatequina o una combinacion de

ambos.
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Tabla 12. Comportamiento de los cardiomiocitos embrionarios del pollo
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12 Conclusiones
Todos los andamios resultaron biocompatibles y mostraron viabilidad celular con los
cardiomiocitos de embrion de pollo.
Se obtuvieron por primera vez los patrones de actividad espontanea de los cardiomiocitos
de embrién de pollo en los andamios de poli (e-caprolactona) (PCL), colageno (COL) y
epicatequina (EPI), los que mostraron diferencias en cuanto a periodo, frecuencia y
sincronizacién de contraccion espontanea.
La frecuencia de actividad espontanea de los cardiomiocitos en los andamios del PCL-COL
aumentd significativamente en comparacién con los andamios de PCL, mientras que la EPI
disminuyé significativamente la actividad de los cardiomiocitos. En tanto, los andamios
gue contenian COL y/o EPI mostraron una actividad intermedia entre los andamios de PCL-
COL y PCL-EPI. EI COL permitio la sincronizacion de la actividad de los cardiomiocitos
mientras que en los andamios de PCL-COL y PCL-EPI no hubo sincronizacion.
El diametro de las fibras disminuyé significativamente con la adicion de COL y/o EPI.
La adicion de EPI aumento el médulo de Young y la hidrofobicidad, por el contrario, el
COL disminuyé significativamente la hidrofobicidad y el médulo de Young.
De nuestros hallazgos se desprende que es posible disefiar andamios de PCL con COL y/o
EPI con caracteristicas de frecuencia de contraccion, propiedades mecanicas e hidrofilia
requeridas que permitan su aplicacion en el tratamiento y prevencion de las enfermedades

cardiovasculares.
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13 Anexo A

Medicion de la porosidad del andamio por el método de intrusion de un liquido

Para calcular la porosidad del andamio se tiene la siguiente formula:

Donde:
V4 = Volumen promedio del alcohol introducido
Vra = Volumen promedio total del andamio
Se tiene:
e=&xU(e) (2)
Donde:
& = Incertidumbre promedio
U.(e) = Incertidumbre combinada de la porosidad

De lo cual:

Var = E T+ UWar) (3)

Vra = m +U(Vra) (4)
Donde:

U.(Vy) = Incertidumbre combinada del volumen del alcohol introducido
U.(Vy4) = Incertidumbre combinada del volumen total del andamio

Al ser la porosidad una medida indirecta se tiene:

Var/ vy Var

U(e) = j( ) Curn+ () Uity 6

Ghvys ~ iy ©

Via  (VartVra)
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Sustituyendo (6) y (7) en (5) queda:

— 2 —_ 2
4 4
Ue(e) = J((Mj;}m)) uCZ(VA,)+<Wm> u’(Vra)  (8)

De lo cual se deduce lo siguiente:

Vi (2==2) ©)

PEtanol
Voa = 7216 (10)
Donde:
m, = Masa promedio del andamio himedo con etanol
m; = Masa del andamio seco
DPEetanol = Densidad promedio del etanol
7 = radio promedio del andamio
8 = Espesor del andamio
De igual forma:
m, = m; + U (my) (11)

m; = m; = U(my) (12)
PEtanol = PEtanol T uc(pEtanol) (13)

r=7r+U(r) (14)

5§ =68+ U(5)(15)
U.(m,) = Incertidumbre combinada de la masa del andamio humedo con etanol
U.(m,) = Incertidumbre combinada del andamio seco
U.(r) = Incertidumbre combinada del radio del andamio

c(8) = Incertidumbre combinada del espesor del andamio
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Al ser V,; una medicion indirecta se tiene:

U(Var) = j(?,[%)

2 7 2
oV
UL (my) + (—ami’l)

RN 2
ucz(m1)+(ﬂ)  UP(PEgno) (16)

9PEtanol Ty, My

M1,PEtanol M2:PEtanol

aVar
), =
2 Wl'pEtanol PEtanol
aVar
(a%)_ =75 - (18)
1 M2,0Etanol Etanol
( aVar ) __Tmpmmy (19)
apEtanol M5 T P 2
my, My Etanol

Sustituyendo (12), (13) y (14) en (11) queda:

PEtanol PEtanol

2 2 T\
u(Var) = j(pm;ml) wimg) + (- 52=) wlm) + (- 22T U (Pgygny) (20)

Las mediciones de las masas fueron mediciones directas, entonces:

Uc(my) = JUZ(mp) + UR(my)  (21)

Donde:

U,(my) = Incertidumbre Tipo A de la masa del andamio humedo con etanol
Ug(m,) = Incertidumbre Tipo B de la masa del andamio humedo con etanol

La incertidumbre Tipo A se calcula con la desviacion estandar (S) de las (n) mediciones que se
realicen, en este caso las mediciones de las masas tanto cuando él andamio esta himedo que cuando

esta seco:

Up(my) =22 (22)

n )2
SCmy) = [Eelit (o

La incertidumbre Tipo B depende del equipo con el cual se realiz6 la medicion, para una balanza

analitica digital se tiene:

Uce = k Up(my) (24)

UcE

Up(my) = X

(25)
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0.00018

Ug(m,) = =.00009 (26)

Para la medicion directa de la masa del andamio seco se tiene:

Ue(my) = JUE(m) +UF(my)  (27)
Donde:
U,(my) = Incertidumbre Tipo A de la masa del andamio seco
Ug(m,) = Incertidumbre Tipo B de la masa del andamio seco

Se procede de igual manera, como los célculos que se realizaron para medir la incertidumbre

combina de la masa del andamio himedo con etanol:

Up(my) =22 (28)

S(m,) = /W (29)

Uep =k Ug(my) (30)

UcE
k

Up(my) = (31)

0.00018
Up(my) =

=.00009 (32)

Para la medicion de la densidad del etanol, se realiz6 con un picnémetro y se procede al célculo

con la siguiente férmula:

PEtanol = (M) (33)

pic

Donde:

My cee = Masa promedio del picndmetro con etanol
Mpicvac = Masa promedio del picndmetro vacio
Vpic = Volumen del picnometro

De igual manera:

Myicet = MyicEt t uc( mpicEt) (34)
e
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mpicvac = mplCV(lC + uc(mpicvac) (35)

Vpic = Vplc t+ uc(Vpic) (36)
Donde:

‘UC( mpicEt) = Incertidumbre combinda del picndmetro con etanol
U, (mpicmc) = Incertidumbre combinada de la masa del picndmetro vacio
‘UC(VpiC) = Incertidumbre combinada del volumen del picnémetro

Para la medicién indirecta de la densidad del etanol, se tiene:

Ue (pEtanol) =
 PE— 2 e 2 (S 2
%P Etanol 2 %P Etanol 2 %P Etanol 2 3
(a Myt Ue (mpicEt)+ TMpicvac) Ue (mpicvac)+ A U, (szc)
Mpicvac pic MpiceeV pic P Myicke Mpicvac
(34)
%P Etanol __1 35
(‘3 MpicEt ) — Vo Vic ( )
picvac’’ pic
apEtanol) -t (36
<ampicvac mo V.. Vpic ( )
picEt’” pic
(apEtanol - ( mpicEt_nzlpicvac) (37)
V. T—
pie MyicEe Mpicvac pic

Sustituyendo (35), (36) y (37) en (34), se tiene:

Ue (pEtanol) = (V;> ucz( mpicEt) + <_ V;> .’ (mpicvac) + (‘M) w’ (Vpic) (38)

pic Vpic

Para las mediciones de las masas se calcula como una medicion directa, para lo cual, se tiene:

U Mpickr) = \/ US(Mpicee) + UG(Mpicee) (39)

uc(mpicvac) = \/'Uﬁ (mpicvac) + (u123 (mpicvac) (40)

Para el volumen del etanol, se procede a calcularlo de la siguiente manera:

PAgI

— ( mpchgI_mchvac) (41)

Vpic

e
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Donde:

My cee = Masa promedio del picnometro con agua desionizada
Pagi = Densidad del agua desionizada
De igual manera:

Myicet = MyicEt t uc( mpicEt) (42)

La densidad del agua desionizada se toma como una constate y se sac de la literatura que tiene un

valor de 0.998 gr/mL, por lo que se procede al calculo de la incertidumbre combinada y queda:

Ve
uc (Vpic B j(a mpzt)cAgI)

ucz( mpicAg[) + ( Wi) ucz(mpicvac) (43)

Mpicvac
4 MpicAgl

Mpicvac

Sustituyendo (44) y (45) en (43) queda:

uC(Vpic) = J(l)z ucz(mpicAgl) + (_1)2 ucz(mpicvac) (46)

La incertidumbre combinada del picnémetro con agua desionizada es una medicién indirecta, asi

que se procede a medirla de la siguiente manera:

uc( mpicAgI) = \/ufl( mpicAgI) + ulzs( mpicAgI) (47)

Por ultimo, para la incertidumbre combinada total del andamio, se tiene:

U V) = J(20) C )+ (22) “u) @s)
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Sustituyendo (50) y (49) en (48), queda:

UolVra) = @672 U2() + (o 21U, (8) (51

El radio y espesor del andamio son mediciones indirectas, para lo cual se procede a calcular, sus

respectivas incertidumbres combinadas de la siguiente manera:

U () = JUZ(T) + UE(r)(52)

U (8) = JUZ(S) + UE(5)(53)
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14 Anexo B

Distancia de la aguja | 8 8 8

al colector (cm)

Diferencial de | 15 15 15

potencial (kV)

Concentracion 12 12 12

%(m/v)

Rapidez de Flujo | 0.2 0.2 0.6

(mL/h)

Tamafio de la aguja | 22 22 1.65

(G)

HR (%0) 2 32 2

Diametro de la fibra | 2.9215 0.4513 1.4039

(pm)

Calificacion 2 3 1

Calificacion (4 | *Se electrohil6 entre 10 y 14h *Se *Si se forma la gota de Taylor,
bueno, 3 | ve el cono de Taylor* después de pero sale mucho polimero*El

relativamente bueno,
2 regular, 1 malo)

cierto tiempo de hilado™*El
electrohilado no es uniforme *Lo
dejé por cierto tiempo y se formé
un hilo de polimero en la punta.

*Inicio a las 8h *El electrohilado
no es uniforme*Hay pequefios
grumos de polimero

tiempo que tarda en llegar el
chorro del polimero al sustrato, es
lento *El diferencial de potencial
es bajo que no permite formarse el
cono de Taylor y gotea antes de
que la disolucién polimérica sea
alargada *Hay muchos bulbos y
fibras muy deformes

4 Cono observado en electrohilado en los que se emite un chorro de particulas cargadas.

89




Anexo B

. Distancia de la aguja al . .
colector (cm)

15 Diferencial de potencial (kV) | 18 18

12 Concentracion %(m/v) 17 17

0.6 Rapidez de Flujo (mL/h) 0.2 0.2
1.65 Tamano de la aguja (G) 22 22

32 HR (%) 2 32
1.5253 Diametro de la fibra (um) 2.4345 2.2581
2 Calificacion 1 1

*Ya no hay tanto desperdicio de
polimero*Se ven cuentas, gotas
de polimero en ciertos
puntos*El electrohilado no es

uniforme

Calificacion (4 bueno, 3
relativamente  bueno, 2

regular, 1 malo)

*Las fibras no son uniformes
*Bastantes cuentas* El diferencial
de potencial es bajo que no permite
formarse el cono de Taylor y gotea
antes de que la disolucién
polimérica sea alargada * El

electrohilado no es uniforme

*Inicio a las 9h, estd nublado* El
diferencial de potencial es bajo que
no permite formarse el cono de
Taylor y gotea antes de que la
disolucién polimérica sea alargada
*Se hacen grumos de polimero*La
fibras no son uniformes*Muchas

cuentas
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Anexo B

Distancia de la aguja

al colector (cm) . . &
Diferencial de

potencial (kV) 18 18 15
Concentracion

%(miv) 17 17 17
Rapidez de Flujo

(mL/h) 0.6 0.6 0.2
(Tg)mano ot [ 8B | g 1.65 1.65
HR (%) 2 32 2
Didmetro de la fibra | ) 5, 2.5815 0.9059
(pm)

Calificacion 1 1 3
Calificacion (4 | *No quiere electrohilar*Se va

bueno, 3 | formando el cono de Taylor muy | *Hay més acumulacion de fibras | *El tiempo que tarda en llegar el

relativamente
bueno, 2 regular, 1
malo)

lentamente* El tiempo que tarda en
llegar el chorro del polimero al
sustrato, es lento * El diferencial de
potencial es bajo que no permite
formarse el cono de Taylor y gotea
antes de que la disolucion
polimérica sea alargada

en ciertos puntos del sustrato,
debido a la poca distancia que hay
entre la aguja de la jeringa y el
sustrato que no permite que el
disolvente se evapore en su
totalidad.

chorro del polimero al sustrato, es
lento * El diferencial de potencial
es bajo que no permite formarse el
cono de Taylor y gotea antes de
que la disolucién polimérica sea
alargada
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Anexo B

Distancia de la

aguja al colector | 15 15 15
(cm)

Diferencial de

potencial (kV) 15 15 15
Concentracion

%(miv) 17 17 17
Rapidez de Flujo

(mL/h) 0.2 0.6 0.6
Tamario de la aguja 165 29 29

(G)

HR (%) 32 2 32
Diametro delafibra | 4,7, 1.2181 3.5605
(um)

Calificacion 2.7 2.3 2.8
(G [l & *No se ve que esté electrohilando, Se ve relgt!vamepte b'fn’ aunque 1 njo se desperdicia tanto polimero
bueno, 3 se desperdicia polimero*No se ven

relativamente
bueno, 2 regular, 1
malo)

el campo eléctrico no es el
suficiente para elongar la fibra*Las
fibras no se ven deformes y sin
tantas  cuentas*Se  desperdicia
mucho polimero.

tan deformes, pero hay mas
acumulacion de fibras en ciertos
puntos del sustrato. *Algunas fibras
se ven uniformes y otras no, si se ve
una que otra cuenta

como el anterior, pero hay mas
acumulacion de fibras en ciertos
puntos del sustrato. *En la
micrografia el didmetro de la fibra
se ve mas uniforme.
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15 15 15 15

18 18 18 18

12 12 12 12

0.2 0.2 0.6 0.6

1.65 1.65 22 22

2 32 2 32

3.4504 1.3031 1.2647 0.8386

3.3 33 3. 2.7

< : :

9 G CLEBRILE s *Al inicio se desperdicia polimero*En
forma el cono de Taylor pero lami fia el did de la fib

la disolucion se nota muy amlcr?gra la el diametro de la iase
viscosa, tomar en cuenta que *No hav cuentas. *No se *Se esta electrohilando Vﬁieurgl Orgr;z&t?ghifzr ven*:i'u;ntas nl]\lé;
Gnicamente dejé  disolver Y bl . la h facilmente*Se acumula polimero g lacion d f'tlJ Y
como dos horas*Se presentaron problemas a la hora en la punta*Los didmetros de las acumulacion de fibras en ciertos

desperdicia mucho polimero
en la punta*Se ven bulbos,
fibras  deformes*Ya  esta
hilando mejor pero aln se
desperdicia polimero*Se esta
formando telarafia

de electrohilar*El electrohilado
es uniforme*Se formé el cono de
Taylor

fibras se ven uniformes, hay pocas
cuentas*Después de un tiempo ya
no se desperdicia polimero

puntos del sustrato. no se forma el
cono de Taylor. *El diferencial de
potencial es bajo que no permite
formarse el cono de Taylor y gotea
antes de que la disolucion polimérica
sea alargada

93




Masa (%)

15 Anexo C

Termograma del colageno
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Termograma de la epicatequina
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17 Glosario
Abiotico: Que no permite que haya vida.

Aneurisma: Dilatacion anormal de las paredes de una arteria 0 una vena.

Apoptosis: Es una forma de muerte celular programada, o “suicidio celular”. Es diferente de la

necrosis, en la cual las células mueren debido a una lesion.

Ateroesclerosis: Ocurre cuando se acumulan grasa, colesterol y otras sustancias en las paredes de
las arterias. Estos depositos se denominan placas. Con el tiempo, estas placas pueden estrechar u

obstruir completamente las arterias y causar problemas en todo el cuerpo.

Ateroma: Lesion de la capa interna de las arterias que se caracteriza por el deposito de grasa en

forma de manchas amarillentas.

Autologo: Que involucra un solo individuo que constituye ambos, el donante y el receptor, en un

procedimiento médico como un trasplante de células madre.
Bidtico: De los organismos vivos o relacionados con ellos.

Biventriculo resincronizacion: No hay sincronizacion de las contracciones del ventriculo izquierdo

y derecho.

Cardiopatia coronaria (CHD, por sus siglas en inglés) es el tipo méas comdn de enfermedad cardiaca
y sucede cuando se acumula placa en las arterias que conducen al corazén. Cuando se estrechan
las arterias, el corazén no puede recibir suficiente sangre y oxigeno. Una arteria bloqueada puede
causar un ataque cardiaco. Con el tiempo, la cardiopatia coronaria puede debilitar el miocardio y

provocar insuficiencia cardiaca o arritmias.

Cardiopatia isquémica: Situacion en la cual la sangre transportada por las arterias coronarias es
insuficiente para llevar el oxigeno necesario a un determinado territorio del musculo cardiaco, lo

que implica una disminucion en su funcionamiento.

Citocompatibilidad: Material o sustancia que no produce reacciones perjudiciales en uno o varios

tipos celulares cuando interacciona con ellos.

Cizallamiento: Deformacion lateral que se produce por una fuerza externa; también llamado
cizallamiento, cortadura, esfuerzo cortante: Fuerza interna que desarrolla un cuerpo como respuesta

a una fuerza cortante y que es tangencial a la superficie sobre la que actla.
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Coagulabilidad: Es la capacidad de forma coagulo.

Coagulo: Porcién de una sustancia coagulada, especialmente de sangre.

Congénito: Que se presenta durante el periodo de gestacion y puede ser hereditaria o no.
Degradacion proteolitica: Es la ruptura de la proteina en pequefios polipéptidos 0 aminoacidos.
Diéstole: Periodo en el que el corazdn se relaja después de una contraccion.

Electrofisiologia: Parte de la medicina que estudia la fisiologia de los procesos bioeléctricos. Su
principal aplicacion clinica es la electrofisiologia cardiaca, subespecialidad de la cardiologia que
se ocupa del corazén como 6rgano eléctrico (estudio de los potenciales cardiacos de accién, del
diagnostico y el tratamiento de las arritmias cardiacas, etc.) y la neurofisiologia clinica, que hace

lo propio con el sistema nervioso.

Enfermedad cardiovascular: Es un término amplio para problemas con el corazén y los vasos
sanguineos. Estos problemas a menudo se deben a la aterosclerosis. Esta afeccion ocurre cuando
la grasa y el colesterol se acumulan en las paredes del vaso sanguineo (arteria). Esta acumulacion
se llama placa. Con el tiempo, la placa puede estrechar los vasos sanguineos y causar problemas
en todo el cuerpo. Si una arteria resulta obstruida, esto puede llevar a que se presente un ataque

cardiaco o un accidente cerebrovascular.
Fetal: En humanos es el periodo después del segundo mes de gestacion.

Infarto: Es una entidad morfoldgica que describe un area de tejido necrético como resultado de una

isquemia.

Inmunogenicidad: Es la capacidad que tiene el sistema inmunitario de reaccionar frente a un

antigeno, un estimulo bioquimico de naturaleza generalmente proteica.

Inmunosupresion: Se define como la capacidad de decrecer la neutralizacion de organismos

externos.

Insuficiencia cardiaca: Ocurre cuando el miocardio se vuelve rigido o débil. No puede bombear
suficiente sangre oxigenada, lo cual causa sintomas en todo el cuerpo. La enfermedad puede afectar

el lado derecho o el lado izquierdo del corazon.
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Isquemia: Detencién o disminucion de la circulacion de sangre a través de las arterias de una
determinada zona, que comparte un estado de sufrimiento celular por falta de oxigeno y materias

nutritivas en la parte afectada.

La propension de un flavonoide a inhibir los eventos mediados por radicales libres se rige por su

estructura quimica.
Lipofilia Capacidad de una sustancia de solubilizarse en una fase oleosa

Morbilidad: Cantidad de personas que enferman en un lugar y un periodo de tiempo determinados

en relacion con el total de la poblacion.
Motilidad: Facultad de moverse que tiene la materia viva como respuesta a ciertos estimulos.

Multiples grupos hidroxilo confieren a la molécula actividad antioxidante, quelante y prooxidante
sustancial. Los grupos metoxi introducen efectos estéricos desfavorables y aumentan la lipofilia y

la divisién de la membrana.
Necrosis: Muerte de las células y los tejidos de una zona determinada de un organismo Vvivo.
Neonatal: Comprende las primeras cuatros semanas de la vida de un bebé.

Razon de replicacion: Es el proceso por el cual una doble cadena de DNA de una molécula se copia

para producir dos idénticas moléculas de DNA.

Regeneracion enddgena: Es la capacidad de las células para participar en el proceso de reparacion

y regeneracion.

Rigidez: Es la propiedad de una estructura o de sus elementos de oponerse a las cargas exteriores

en lo que se refiere a las deformaciones.
Sintomatico: Que presenta sintomas de una particular enfermedad.

Sus efectos cardioprotectores provienen de la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica, quelar

metales activos redox y atenuar otros procesos que involucran especies reactivas de oxigeno.

Tejido perimisial: Esta compuesto de fibras de colageno y elastina embebidos en una base de

mucopolisacaridos.
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Una funcién de doble banda y carbonilo en el heterociclo o polimerizacién de la estructura nuclear
aumenta la actividad al proporcionar un radical flavonoide mas estable a través de la conjugacion

y la deslocalizacion de electrones

Viable: Es capaz de sobrevivir o que viva con éxito, especialmente bajo particulares condiciones

ambientales.
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